


Pricina onemocheni

Neadekvatni reakce na neskodne vnejsi antigeny
— reverzibilni obstrukce dychacich cest, zanet

Alergeny: pyl, prach, zvireci srst, potraviny

Imunopatologicka reakce I. typu
— Senzibilizace: APC indukuji proliferaci T,,2
lymfocytU
—> IL-4: stimulace B- lymfocyt(

k produkci IgE
— IL- 4 + IL-13: produkce

hlenu, stimulace zanétu
— IL-5: aktivace eozinofilQ,

produkce ECP —eosinofilni
kationicky protein
— Opakovane setkani s multivalentnim alergenem:
E_remo;tenl IgE — degranulace zirnych bunék (
istamin, heparin, prostaglandin)
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Klinické projevy

e Ztizené dychani
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* Dusnost

* Sipani pri vydechu
* Tlak na hrudi

* Suchy kasel




Diagnostika

Inspiraéni objem

W Inspiraéni
RV rezervni

kapacita (1RV)
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Prick test : w |

— Intradermalni aplikace diagnostického alergenu

Spirometrie

— Méreni ventilace, vysetreni plicnich objemd, kapacit a pritokd
Bronchokonstrikcni testy
* Bronchiadlni hyperaktivita

* Po podani provokacni latky se sleduje reverzibilita dychacich cest pomoci
spirometrie

FeNO — stanoveni vydechovaného oxidu dusnatého

—  VysSi kr(])ncentrace NO ve vydechovaném vzduchu = zanét v dychacich
cestac

Specifické IgE protilatky
Stanoveni ECP




Diagnostika

— ECP (eozinofilni kationicky protein)

— Produkt aktivovanych eozinofil(i

— Vyuziti: diagnostika a monitorovani |éCby
astmatu; marker probihajiciho alergického
(eozinofilniho) zanétu

— Metoda: enzymaticka imunoanalyza s
chemiluminiscencni detekci

* Srazena krev — centrifugace — inkubace s kralici
protilatkou proti ECP konjugovanou s alkalickou

fosfatazou — promyti — inkubace s
chemiluminiscencnim substratem



Laboratorni nalezy

« 7T Celkové IgE:
— Detekce: nefelometrie
— Jamky mikrotitracni desticky potazené
protilatkou proti lidskému Ig — inkubace s
nafedénym sérem — komplex [a-IgE.IgE]
« 7T Eosinofily:
— Diferencialni rozpocet leukocytli (norma 0-5 %)
— TCRrP
— Detekce: turbidimetrie

— Reakce CRP s protilatkou proti CRP navazanou
na latexovych casticich
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Lécba

Agonisté [3,-adernoreceptoru (SABA):
Salbutamol

Anticholonergni léky
Inhalacni kortikosteroidy

Dlouhodobé pusobici agonisté [3,-
adernoreceptoru (LABA)

Biologicka |éCba (pro pacienty s tézkym
astmatem): anti-IgE, anti-IL-5 terapie




Stanoveni specifickych IgE protilatek pomoci
ImmunoCAP 250

Fluorescencni metoda
EDTA sérum/plazma z kapilarni i

venozni krve Ml —
Alergeny navazany na pevné fazi — = =
— reakce s IgE ze vzorku — \ ¥

0 Y, > 0

promyti — enzymaticky (alkalickd = < <

fosfataza) znacCena protilatka proti
IgE — promyti — inkubace s
luminogennim substratem



Stanoveni specifickych Igk protilatek
pomoci Immulite 2000

Dvoukrokova chemiluminiscencni
imunoassay

EDTA sérum/plazma z kapilarni i
venozni krve

Pevna faze (kulicky) pokryta
alergenem — reakce s IgE ze vzorku
— centrifugace, promyti —
monoklonalni protilatka proti lidské
IgE konjugovana s enzymem —
centrifugace, promyti — inkubace s
chemiluminiscencnim substratem
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Celiakie

Veronika Bielikova
ZDRL



Celiakie

= abnormalni imunitni odpoved na lepek (gluten)
— lepek — skupina glykoproteint (prolamint)
vyskytujicich se v obilninach
* psenice — gliadiny a gluteniny
* jeCmen — hordeiny
* zito — sekaliny
* oves —aveniny

* organove specifické chronické autoimunitni

onemocneéni provazené zanétlivymi zménami na
sliznici tenkého streva

* muze mit i mimostrevni priznaky — Duhringova
nemoc (,kozni celiakie®)



Formy celiakie

klasicka — pritomnost protilatek proti endomysiu a tkanové
transglutaminaze, pozitivni biopsie, klasické klinické obtize

atypicka — pritomnost protilatek proti endomysiu a tkanové
transglutaminaze, pozitivni biopsie, projevy prevazne mimo
GIT

ticha — pritomnost protilatek proti endomysiu a gliadinu,
pozitivni biopsie, bez klinickych priznak

latentni — pritomnost protilatek proti endomysiu a tkanové
transglutamindze, normalni biopsie, bez klinickych priznak

potencialni — pritomnost protilatek proti endomysiu,
normalni biopsie, bez klinickych priznaku



Pricina onemocheni

presna pricina vzniku neni znama

pro manifestaci onemocnéni je nutna geneticka

predispozice a zaroven vnejsi podneéty

— genetické predispozice — HLA molekuly Il. tridy — HLA-
DQ2 a HLA-DQS8

— vnejsi podnéety — vysoky prijem lepku, infekce, stres

ani u cloveka s genetickou predispozici se nemoc

nemusi projevit, neni-li spusténa vnéjsimi faktory

ke vzniku nemoci jsou nachylnéjsi pacienti trpici

Downovym, Turnerovym nebo Williamsovym

syndromem



Podstata onemocneéeni

gluten je deaminovan v lamina propria tkanovou
transglutaminazou

deaminované glutenové peptidy se vazou na molekuly HLA-DQ2
nebo HLA-DQS8

prezentace CD4+ T-lymfocytim, které je pomoci T-bunécénych
receptorl rozpoznaji a zacnou produkovat prozanétlivé cytokiny
IFN-y a IL-21 — rozvoj Thl typu imunitni odpovedi

dochazi ke stimulaci cytotoxické imunity, pro kterou jsou typické
CD8+ T-lymfocyty

pomocné T-lymfocyty navic podporuji izotypovy presmyk B-
lymfocytu, které zacnou produkovat protilatky proti gliadinu
(glutenové peptidy), tkanové transglutaminaze a endomysiu
(vazivova vrstva ve svaloving)
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Podstata onemocneéeni

0 Undigested food particles,
09 o O o Microorganisms and toxines

* spole¢nym pusobenim 000°. 009
P ymp ° ) 00 Healthy tight junction

téchto slozek dochazi k Fauty ightunction
poskozeni streva, ¢imz se
Zvysuje propustnost strevni
bariéry

dochazi k poruseni tésnych
mezibunécénych spoju
(tight junction) — priuchod
gliadinl z lumen stfeva do
lamina propria mucosae,

kde indukuji vznik zanétu AUTOMMUNE AND NEOPLASTIC REAGTIONS




Klinické projevy

strevni projevy

— bolesti bricha, prujmy, nadymani, zvraceni
mimostrevni projevy — dlsledek Spatného vstfebavani Zivin a
rozsirené imunitni odpovédi ze stfeva do dalSich tkani a organ

— Spatny rust déti, opozdény nastup puberty, nechutenstvi, Unava,
anémie, ztrata hmotnosti, kozni, neurologické a psychiatrické poruchy,
osteoporoza

Casta asociace s dalSimi autoimunitnimi onemocnénimi napt.
diabetes mellitus 1. typu nebo autoimunitni zanét stitné zlazy

celiakie mGze byt i asymptomaticka

u nelécené celiakie je vyssi riziko zhoubného nadorového bujeni
(non-hodgkinské lymfomy, karcinomy tenkého streva, jicnu a hltanu)



Laboratorni vysetreni

vsechna vysetreni se musi délat pred zavedenim
bezlepkové diety, jinak dochazi ke zkresleni vysledkd
screening — prukaz protilatek v séru proti:

— tkanoveé transglutaminaze tridy IgA a 1gG — nejspolehlivejsi
— endomysiu tridy IgA

— gliadinu tridy IgA a IgG, deaminovanému gliadinu

— retikulinu

— stanoveni celkového IgA

potvrzeni diagnozy — biopsie sliznice tenkého streva
v pripadé nejasnych nebo protichtidnych vysledku
serologickych testl a biopsie se provadi stanoveni
haplotypu HLA molekul



Metody stanoveni — protilatky proti
tkanové transglutaminaze

* ELISA
- tvorba komp|eXU antigen_ jamka mikrotitraCni imobilisace vazha
protilatka desticky protilétky antigenu
 antigen — ze vzorku
. prcl)‘vcilétlka — rekombinaptnl' A Y,
tkanova transglutaminaza na N S
dné jamky mikrotitracni
desticky
— pridavek sekundarni protilatky =
v s I 4 S Y DA
znacené peroxidazou 4 g L ‘
— pridavek substratu (TMB — '
3,3'5,5'-tetra methy|benzidin) vazba druhé protilétky inkubace stanoveni
, $ Navazanym s chromogennim  produktu enzymové
— zastaveni stop roztokem (0,16M enzymem substratem enzymu reakce
H,S0,)

— meéreni pri 450 nm



Metody stanoveni — protilatky proti
gliadinu a deaminovanému gliadinu

* ELISA

— protilatky proti gliadinu — jako antigen na dné
titraCnich jamek je pouzit antigen ziskany extrakci z
nativniho gliadinu

— protilatky proti deaminovanému gliadinu — jako
antigen na dné titracnich jamek jsou pouzity
syntetické deamidované gliadinové peptidy



Metody stanoveni — protilatky proti
endomysiu, retikulinu

* neprimaimunofluorescence
— navazani sérovych protilatek na
substrat

* endomysium — substratem byl
plvodné svalovina jicnu opic, nyni
napr. svalovina lidského pupecniku

* retikulin — substratem jsou
nefixované kryostatoveé rezy krysich f y
jater, ledvin a zaludku riuorescencn
iy /v . e znaceny
— na protilatky se vaze konjugat

Lo L konjugat
(znaceny fluorescencnim <Grové
barvivem), ktery je specificky k orotiltky
lidskym imunoglobulindm ve } ostrat
tiidach IgG/IgM/IgA PR

— hodnoceni probiha pomoci
imunofluorescencniho mikroskopu




Metody stanoveni — celkovy IgA

* Imunoturbidimetrie nebo nefelometrie
— vznik precipitatu sérového IgA s kraliCim antisérem
— turbidimetrické méreni pri 340 nm

Obecny Turbidimetrie a
princip 2 nefelometrie

(. 7 ot

» detektor
»prochazejiciho
zareni

TURBIDIMETRIE

I
P
\AA

detektor

rozptyleného
kyveta s méfenym detektor Zaieni

roztokem NEFELOMETRIE

zdroj svétla




Laboratorni nalezy - imunologie

Negativni alclilid] Pozitivni nalez
Protilatky proti , hodnoty
nalez [U/ml] 1U/mi] [U/ml]
transg{lutamm <10 B > 10
aze
gliadinu <11 11-14 > 14
deaminované <13 13 - 15 515

mu gliadinu

* pro celiakii je typicky pozitivni nalez protilatek proti
endomysiu, diagnozu je vsak nutno vzdy potvrdit bioptickym

vysetrenim




Laboratorni nalezy - histologie

atrofie az vymizeni klkG

tvarové zmény klku

— absence vysokych prstovitych klkd s normalnimi
enterocyty

— malé mnozstvi poharkovych bunék
vyhlazena strevni sliznice

LieberkUhnovy krypty jsou hyperplastické a
hluboké

zvysena epitelialni apoptoza
zvysena permeabilita sliznice



Metody lécby

* jedinou lécbou je celozivotni bezlepkova dieta,
cimz dojde ke zhojeni strevni sliznice

* |éky maji jen podpurny a docasny charakter —
v zacatcich lze podavat vitaminy (A,D) Ci
mineraly (vapnik, zelezo)



Revmatoidni artritida



Popis onemocheéni

Revmatoidni artritida (polyarthritis progressiva primaria
chronica) je chronicky zanét charakterizovany synovialni

IIIII

lymfocyty), destrukci kloubni chrupavky a dekalcifikaci kosti.
radi se mezi organové-nespecificka (systémova) autoimunitni
onemocneéni

prevalence v populaci 0,5 - 1%, 2-3x ¢astéjsSi u zen (35-50 let),
existuje i juvenilni forma RA postihujici deti a dospivajici



Pricina RA

plUvodni pricina rozvoji nemoci je neznama (mozna
bakterie Porphyromonas gingivalis zpUsobujici paradontdzu)
neni znamo proti kterému antigenu je autoimunitni reakce

presné zameérena (patrné proti kolagenu typu Il
nebo proti chrupavkovému glykoproteinu 39)

rizikové faktory:

genetické — pres 100 lokusu (pr. alely MHC II: HLA-DR1 a HLA-
DR4)

enviromentalni — koureni tabaku, nizky socioekonomicky
status, zvyseny index télesné hmotnosti, vystaveni oxidu
kremicitému (stavby)



Klinické projevy

* bolesti a ranni ztuhlost kloubt, deformity kloubU (zpocatku
drobné klouby), omezeni pohyblivosti (pracovni neschopnost)

e zpocatku subfebrilie, Unava, hubnuti, dale s rozvojem nemoci
oCni priznaky (zanét skléry), nervové poskozeni a anémie

Revmatoidni artritida prstnich kloub(

Normalni kloub s neporusenou Nemocny kloub s porusenou
chrupavkou a kloubni térbinou chrupavkou, erodovanou kosti
a mizejici kloubni Stérbinou



Laboratorni nalezy

e zanétlivé markery: zvySené CRP a sedimentace erytrocytt (u
nékterych pacientl ale obé hodnoty v normé)

e stanoveni protilatek:
anti-CCP - protilatka proti cyklickému citrulinovanému peptidu,
specifi¢téjsi nez RF (postupné nahrazuji RF)
revmatoidni faktory — vyskyt u 80 % pacientu (tzv. séropozitivni
RA), protilatky proti F_ fragmentu Ig (izotypy RF- 1gG, IgA, IgM)
antinuklearni protilatky (ANA)

V evV/

e vysSetreni punktatu (sinovialni tekutiny) - zkalen3d, zluta se snizenou
viskozitou, pocet bunék zvysen, predevsim pro obsah
polymorfonuklearnich leukocyt



Revmatoidni faktor

semikvantitativni latex-fixacni test — principem je vazba ag (1gG)
navazanych na latexové castici s ab (RF) pritomnymi v pacentském
séru a vznik aglutinace

redénim pac. séra geometrickou fadou (1:2,1:4,1:8) ziskame titr
redeni

moznost faleSné pozitivity pro RA - u 5-10% pacientu jiné systémové
autoimunitni choroby, nebo u osob bez priznaku (vysoky vék)

‘1“3
“5 l6

R T —————

asi 20% pacientu s RA ma test
negativni (tzv. seronegativni pacienti)




Anti-CCP

ELISA, semikvantitativni prikaz lidskych IgG autoprotilatek
proti cyklickym citrulinovanym peptidum v lidském séru a
plazmeée

protilatky proti CCP jsou prevazné tridy IgG a maji 96%
specificnost pro RA

protilatky pritomny jiz ve velmi Casnych stadiich nemoci (bez
klinickych pfiznaku) — v€asna diagnostika a |écba

Substrate
Enzyme (

Secundary antibody

7 \\ conjugate

a4
(“; Ag >




Lecba RA

» fyzikalni IéCba a rehabilitace
* farmakoterapie
- |éky modifikujici pribéh choroby (DMARDs)
- konvencni — pr. metotrexat
- biologické — pr. TNFa inhibitory
- kortikoidy
- symptomatickeé léky
* chirurgicka |écba - synovektomie
- totalni endoprotéza
- artrodéza



Systémovy lupus
erythematodes

_— \‘. :
doctors health




Specifickd pri¢ina ochorenia — nie je doposial
Zznama'!

Prototyp autoimunitného orgdnovo nespecifického ochorenia

e autoimunita — narusena rovnovaha imunitného systému,
ktory straca schopnost rozlisit skodlivé, cudzorodé castice
od vlastnych buniek a tkaniv, ktoré napada

» charakteristicka je predovsetkym hyperaktivita B buniek a
nadprodukcia organovo nesSpecifickych autoprotilatok,
ktoré su namierené proti nukledarnym, cytoplazmatickym i
povrchovym antigénom vlastného tela, z ktorych sa
mnohé podielaju na tvorbe imunokomplexov

Multifaktorialna etiopatogenézia

e predispozicia pri vrodenom defekte niektorych zloziek
komplementu a pri HLA haplotype A1+, B8+, DR4+

* tkanivové poskodenie autoprotildatkami s uUcastou Sirokej
Skaly Ciastkovych mechanizmov, ako napr. bunkova lyza,
imunodepozita, stimulacia alebo inhibicia receptoroy,
prienik do zivych buniek...



Provokacny vyznam

slnecné ziarenie, hormonalna nerovnovaha v dospievani
(estrogény, hormonalna antikoncepcia), stres, virusové

infekcie a lieky (chlorpromazin, hydralazin, prokainamid,
izoniazid...)

ANTIGENY
w W w
L gy
antigen

Nz

vazebné misto

I

e

— —

PROTILATKA




Klinicka manifestacia

NajCastejsie priznaky ochorenia

 nevola, slabost a uUnava, horucka vyssia nez 38 °C,
anorexia/ubytok hmotnosti

* artralgie a7 artritidy drobnych kibov ruky, kolien a zapasti

* motylovity exantém na tvari, ktory vytvara zacervenand,
vyvysenu léziu (Casto svrbivu alebo bolestivu)

* fotosenzitivita — zaCervenanie koze po expozicii
slneCnému Ziareniu

* vysoké hodnoty sedimentacie erytrocytov, pretrvavajuca
anémia, leukopénia i trombocytopénia




seérozitidy — vypotok v perikarde alebo pleuritida
lupusova glomerulonefritida — sprevadzana proteinuriou

akutna lupusova pneumonitida — sprevadzana horuckou,
kaslom a Skvrnitymi alveolarnymi infiltratmi
neuropsychiatrické priznaky — depresivne ladenie, bolesti
hlavy migréndzneho typu a psychotické stavy

opuch papily zrakového nervu a vatovité loziska na
sietnici

Systémovy lupus erythematosus

Systémové projevy: | »l(/— Zmeény v psychice

- Horecka | - Unava
od subfebili az po - Niz8i chut k jidlu
intermitujici horecku
- Fotosenzitivita /
" Oblicej
¢
bsta.enos - Motylovity erytém

-Viedy o

Svaly —~
-Bolesti |

Pleura
- Zanét (vypotek)

A Perikard
' \ - Zanét (vypotek)
Prsty na rukou
/

) - Oslabeny ob&h

Klouby /
- Arthritis 1

Ledviny,
- Lupusova glomerulonefritida



Diagnostické postupy

Indikacia k vySetreniu

e zalozena na kombinacii klinickych prejavov, laboratérnych
nalezov a na vyluceni inych moznych ochoreni

 preukaz 4, alebo viacerych z 11 stanovenych Specidlnych
kritérii (najcastejSie priznaky/prejavy ochorenia) u pacienta
Laboratérne metddy k stanoveniu autoprotilatok

* nepriama imunofluorescencia  (NIF) — vySetrenie
zakladného spektra organovo nespecifickych autoprotilatok
(napr. ANA, anti-ds-DNA)

e ELISA - obvykle dopliujuce vysetrenie k nepriamej
imunofluorescencii (napr. typizacia ENA)

Interpretacia vysledkov

* samotna pozitivita protilatok eSte neznamena dg.
autoimunity (,fyziologicky” vo vysSom veku, po infekcii)




Laboratorne nalezy

antinuklearne protilatky (ANA) sa v aktivnej fazy vyskytuju
az v 95% pripadov,

anti-ds-DNA (dvojsrobovicova DNA) sa vyskytuje u 40 —
90% pacientov

protilatky proti extrahovanym nuklearnym antigénom
(ENA), zahrnujuce antigény Ro, La, Sm, U1IRNP, U2RNP, Ku
sa nachadzaju u 30 — 50% pacientov

protilatky proti histbnom sa vyskytuju u 40 — 60% pacientov
lupus antikoagulans, antikardiolipinové protilatky a
protilatky proti glykoproteidu 1 maju vyznam v diagnostike
antifosfolipidového syndrému

znamkou aktivity ochorenia a mozného poskodenia obliciek
je hypokomplementémia

laboratérne nadlezy spojené so Specifickym organovym
postihnutim (proteinuria, zvySena sedimentacia proteinov
akutnej faze, hemolyticka anémia, pozitivny Coombsov
test, leukocytopénia, lymfocytopénia, trombocytopénia)



Metoda nepriamej imunofluorescencie (NIF)

Metdda pre stanovenie cirkulujucich autoprotildtok v ludskom
sére alebo plazme

» k detekcii autoprotilatok je potrebné mat substrat

e substratom je rez tkaniva, bunkova substancia, alebo fixovana
tkanivova kultura

Detekcia ANA

* na jadrach bunkovych linii ako su napriklad Hep-2 bunky
(human epithelial cells)

Detekcia anti-ds-DNA

» Specifickym substratom je v tomto pripade prvok (bicikovec)
Crithidia luciliae, ktory obsahuje okrem jadra kinetoplast,
pozostavajuci z Cistej dvojvlaknovej DNA

&N &0 . B0 .80 . 88
& . BN . 20 .80 . BH .

EUROIMMUN HEP - 2 | HEPAR. PRIM

kinetoplast.

basal ‘
body

nucleus



Princip a hodnotenie NIF

pokial su protilatky v sére pritomné, viazu
sa na odpovedajuce antigény tkanivovej
kultury, ktora je fixovana na podloznom skle

po obmyti nenaviazanych protilatok je
komplex antigén-protilatka detegovany
sekundarnou protilatkou proti ludskému
lgG, ktora je znacend fluorescencnym
farbivom (FITC)

pri hodnoteni obrazu pod fluorescenénym
mikroskopom pozorujeme rozny typ
imunofluorescencie (homogénny, periférny,
Skvrnity, nukleolarny, centromérovy a
cytoplazmaticky), ktory koreluje s réznym
typom pritomnych protilatok a je rovnako
zavisly i na ich mnozstve

rézne typy

imunofluorescencie

zelené
svétlo

promyti
specificky
antilidsky g
znaceny FITC
promyti

specificky Ig
protilitka ze vzorkis

tkdnovy fez
zdravého darce

podlozni sklo

,



Typické laboratorne nalezy u SLE

ANA — pozitivna
homogénna
fluorescencia

pozitivna fluorescencia
protilatok proti ds-DNA

prvok: Crithidia luciliae




ELISA

Princip

e pevna faza je pokryta Ag — pridavok vzorky s
hladanou Ab = tvorba IK (Ag — Ab) - premytie >
pridavok konjugatu, tzv. ,,sekundarnej Ab“—> vznik
komplexu Ag-Ab-Ab* - premytie - pridavok
substratu - enzymaticka reakcia - wvznik
farebného produktu

! substrat

promyti

2. protilatka
[znatens enzymem)

promyti

vysetiovana

antigen

Hodnotenie
 fotometer meria absorbanciu (intenzitu sfarbenia)
vzniknutého farebného produktu |

* intenzita sfarbenia je priamo umerna koncentracii
vysetrovanej vzorky a prislusna hodnota sa
odcitava pomocou kalibracnej krivky

protilatka (v séry) |



Metody liecby

Nespecificka lieCba postihujuca tvorbu autoprotilatok

napr. glukokortikoidy, antimalarika (plaquenil)

pri vysokej aktivite ochorenia - pulzna liecba
metylprednisolonom, na ktord nadvazuje u prognosticky
nepriaznivych pulzna liecba cyklofosfamidom, alebo
terapia azathioprinom

Symptomaticka liecba

napr. analgetika a antipyretika, ktoré posobia protizapalovo

Lieky

ich podavanie je vynutené postihnutim funkcie
jednotlivych pre zivot dbélezitych organov ako su oblicky,
srdce, pluca

zeny vo fertiinom veku varujeme pred hormonalnou
antikoncepciou




Zdroje:

*  http://www.remedia.cz/Archiv-rocniku/Rocnik-2017/6-2017/Systemov
lupus-erythematodes/e-2eF-2qg-2rV.magarticle.aspx

*  https://www.printo.it/pediatric-
rheumatology/CZ/info/3/Syst%C3%A9mov%C3%BD-lupus-
erythematosus

* https://www.medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2010/04/06.pdf

* https://www.wikiskripta.eu/w/Syst%C3%A9mov%C3%BD lupus erythe
matodes

* https://uia.fnplzen.cz/sites//users/uia/Seminar%205 0.pdf

DAKUJEM ZA POZORNOST!


http://www.remedia.cz/Archiv-rocniku/Rocnik-2017/6-2017/Systemovy-lupus-erythematodes/e-2eF-2qg-2rV.magarticle.aspx
https://www.printo.it/pediatric-rheumatology/CZ/info/3/Syst%C3%A9mov%C3%BD-lupus-erythematosus
https://www.medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2010/04/06.pdf
https://www.wikiskripta.eu/w/Syst%C3%A9mov%C3%BD_lupus_erythematodes
https://uia.fnplzen.cz/sites/users/uia/Seminar%205_0.pdf

Sjogrenuv syndrom

Markéta Haninova



Charakteristika onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni, presna etiologie a
patogeneze neznama

Probiha chronicky, progreduje pomalu

Dochazi k destrukci exokrinnich zlaz (predevsim slzné a
slinné)

Zeny postihuje aZ 9x ¢asté&ji neZ muze

primarni — samostatné onemocnéni

sekundarni — pri jiném autoimunitnim onemocnéni
(revmatoidni artritida, systémovy lupus
erythematodes, sklerodermie...)



Klinicka manifestace

Sicca syndrom = soubor priznakl typickych pro Sjogrentv syndrom
e Postizeni slinnych zlaz:
— zdureni slinnych zlaz, suchost v ustech a dysfagie
— Castéjsi zubni kazy, onemocnéni dasni (chybi protektivni ucinek slin)
e Postizeni oCi:
— nedostatecna tvorba slz — paleni, pocit ciziho télesa v oku,
svetloplachost

* Postizeni ostatnich exokrinnich zlaz:
— snizena produkce potu, sucha kulze...

— Priznaky zavisi na tom, ktera Zlaza je postizena



Laboratorni nalezy

 Schirmeruv test

— Pod dolni vicko se vlozi
konec filtracniho papiru a
po 5 minutach se vyjme. «——Vihkost
Na papirku se hodnoti
vzdalenost, do které
postoupila vlhkost. U
zdravého jedince by méla
byt delSi nez 10 mm - pfi
Sjogrenoveé syndromu PPN
byva kratsi. | -

© Stefajir.cz



Laboratorni nalezy

oo A 46 e’ e Na histologickém preparatu obvykle
ey A5 vidime infiltraci ZIdzy lymfocyty (typicky
A~ t;’;i‘;;&f-’f.(' S5 . prevazne CD4+ T-lymfocyty a CD20+ B-
‘a‘ﬂ:"-;;/ 0 lymfocyty)

\ .:"‘375‘.?.':“'{:. ! Vé 7 . . Vé s ’ . 7
" ':"?&"3;3‘.:..,}3,;};3~-;4 4 ¢ Lymfocytarni infiltrat byva lokalizovany
A7 e ey okoli vyvodU a perivaskularné

"vg . 3 P, l.r‘- ~ ':. ; ," Vs . . v vz

’ ;‘.\..._'5""_"3 1}.2"}1‘_&;’ w/. » Hodnoti se kvantitativné — pritomnost
EUTRL SV *§C %y shluka (fokust) 50 a vice

S % . mononuklearu

e 0 ' » . ’ ’ v o

W A ¥ el o Fokusové skore = pocet fokusd ve 4
%w} -“«?‘fsfge\.;'s"it w'  mm2 tkané, hodnota 1 a vice svédci

v o % gl ) DY) o
‘Q‘:’* " ;\‘_3;‘4\&:&? pro Sjogrenlv syndrom

- e
~y '\./GJ -
NI

LR <t



L N 2
Laboratorni nalezy \ /i
e V séru organove nespecifické protilatky:
— antinuklearni protilatky — ANA (80 % pripadu)
— revmatoidni faktor — RF (50-80 % pripadul)
* Protilatky specifické pro Sjogrenuv syndrom (SS):
— anti-SS-A (téz oznacovana jako anti-Ro)
— anti-SS-B (neboli anti-La)
—> nemusi byt pritomny vzdy
Titr protilatek je obvykle tmérny symptomim
e Dalsi nalezy: cytopenie, zrychlena sedimentace
erytrocytu, vysoka hladina gamaglobulint v séru



Stanoveni protilatek

* ANA — neprima imunofluorescence, blizsi
urceni ELISA, imunoblot

* Anti-SS-A, anti-SS-B — imunoblot, ELISA
 RF —aglutinace, nefelometrie, ELISAELISA

O substrat
0 6 produkt

IR EL

enzym

ANA - jemna
zrnitd
fluorescence
typicka pro anti-
SS-A, anti SS-B

druha protilatka

. antigen ELISA




Neprima imunofluorescence

VysSetrované sérum inkubujeme na
sklicku se substratem, ktery uv
nadmeérné exprimuje specificky

antigen — obsahuje-li

autoprotilatku, navaze se na

antigen

Nenavazaneé protilatky se odstrani  onjqat protilatka
promytim protilatka

Prida se sekundarni protilatka znacend FITC
konjugovana s fluorochromem : EEEE Tkanovy ez,

(napf. FITC), kterd se navaze na
pacientskou autoprotilatku

Fluorescenci vyvhodnocujeme ve
fluorescencnim mikroskopu




Imunoblot

 Stain

* Proteiny elektroforeticky
rozdéleny v gelu — prenos na
nitrocelulézovou membranu ~ Wlbeed
(bloting), rozstrihani antibody
membrany na prouzky, kazdy
protein (protilatka) ma na
prouzku od vyrobce

definovanou polohu

* vizualizace pomoci enzymu
stépiciho substrat -> barevny
prouzek na stripu

Substrate

Specific human
antibody

Antigen

Membrane

Chromogen



Lécba

* Rezimova opatreni,
symptomaticka lécba,
napriklad:

— Cast8&jsi piti

— Umeélé slzy

— Lubrikacni gely

— Syntetické travici enzymy




Crohnova nemoc



Crohnova choroba

Jedna se o autoimunitni
onemocneéni, kdy organismus
napada vlastni bunky streva.

Patri mezi stfevni zanéty.

Priciny nemoci nejsou
doposud znamé.

Vyskyt choroby je vSak Castéjsi
ve vyspelych zemich a z toho
dUivodu je pravdépodobné, ze
spoustécem je stres, nezdrava
strava i genetika.

Liver

Gallbladder —

Pancreas —

Cecum
Appendix —

2 MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH. ALL RIGHTS RESERVED



Klinické priznaky

Hlavnimi priznaky Crohnovy nemoci jsou:
bolest v podbrisku

prujem ‘ |
Stomach
krev ve stolici "I
Gallbladder ————@%
hubnuti s
J = Duodenum
lnava i Sy }

kloubni zanéety
vyskyt aftu v dutiné udstni



Diagnostika

* Nemoc je nejcasteji diagnostikovana
v obdobi dospivani a rané dospélosti mezi
20. a 35. rokem véku.

* Pri podezreni na crohnovu chorobu se
mohou provadeéet nasledna vysetreni:

o
— Endoskopie + histologie o !" WJ
— Diagnostické zobrazeni (MRI) '

e

— Laboratorni vysetreni



Protilatky proti Saccharomyces cerevisiae (anti-
ASCA)

e Stanoveni protilatek proti Saccharomyces
cerevisiae spolu se stanovenim protilatek pANCA
(perinukledrni protilatky proti cytoplazmé neutrofilt)
slouzi jako diagnosticky a diferenciacni marker
strevnich onemocnéni (ulcerozni kolitida x Crohnova
choroba).

* Protilatky ASCA reaguji s mannanem, ktery je obsazeny
v bunécné sténé kvasinek, nejde o autoprotilatky, ale
jsou pro Crohnovu chorobu vysoce specificke,
nezpusobuji klinické priznaky

e Protilatky se vyskytuji v 60—80 % u pacientu s timto
onemocnhenim.



Laboratorni vysetreni

* Krevni testy

— Protilatky ASCA jsou pozitivni u 60—70 % lidi s
Crohnovou chorobou, u 2% u zdravé populace

— Protilatky pANCA se daji najit u 60—80 % lidi s
ulcerozni kolitidou a u 10-15 % osob s Crohnovou
chorobou

— Genetickeé vysetreni - bylo identifikovano nékolik
chromosomovych oblasti, které vykazuji moznou

spojitost s nachylnosti ke vzniku Crohnovy choroby
(napf. na chromosomu 5p13.1, 6p21)

* \lySetreni stolice
— Kalprotektin — slouzi k zjisténi akutniho zanétu strev



e V laboratori se stanovuji protilatky ASCA
ve tride 1gG a IgA metodou ELISA.

* Pritomnost ASCA a chybéni pANCA
protilatek v séru ma 37% senzitivitu a
100 % specificitu pro Crohnovu
chorobu.

* Intenference — protilatky proti S.
cerevisiae se zvysuji u pacientu s
mykozami (gynekologické mykozy)

ASCAIgG ASCA IgA

Negativni vysledek < 10,0 kU/I < 10,0 kU/I

Pozitivni vysledek > 10,0 kU/I > 10,0 kU/I



Lécba

Medikametdzni a chirurgicka

Pfi prvnich projevech se nasazuiji
antibiotika

V dlouhodobé terapii se se
pouzivaji kortikosteroidy

Ve vaznych pripadech
imunosupresiva

Biologicka |écba

Chirurgicky zakrok — v pripadé
ohrani¢eného mista zanétu




Diabetes mellitus 1.typu

Seminar z klinickej imunolégie Simona Durcanska



Diabetes mellitus (OM

obecnd charakteristika

e predstavuje skupinu chronickych metabolickych
ochoreni charakterizovanych hyperglykémiou, ktora
vznika v dosledku absolutneho Ci relativneho
nedostatku inzulinovej sekrécie, nedostatocného
ucinku inzulinu, Ci ich kombinaciou

e trizakladné typy:
1.typu
2.typu
gestacny DM



Klinicke prejavy

Klasické priznaky diabetu - smad, polydipsia
a polyuria, ktoré su priamy nasledok
hyperglykémie, rovnaké tak ako chudnutie,
unava a problémy so zrakom

Hyperglykemické stavy s poruchou vedomia
- moZe byt taktiez nasledkom hypoglykémie
pri terapii

Nachylnost na infekcie

Mikrovaskularne a makrovaskularne
komplikacie — pri dlhodobej dekompenzacii

pritomnost’ klasickych priznakov DM
nahly zaciatok

vznik v mladSom veku

polyuria

smad

chudnutie

aceton v moci

C-peptid nie je dokazatel'ny
imunologické markery protilatky
proti GAD, ICA, IA-2 a [A-2f

e genetické markery (DR3, DR4)

Vv

DM typ 1




Obecne vysetrenia M
e Stanovenie glykémie
o Odber krvi nalacno — min. 8h lac¢nenie

o Stanovenie zo Zilnej krvi — plazma referenCné rozmedzie:
o Spracovat do 60 min po odbere 3,9-5,6 mmol/I
<5,6 mmol/l.................. Diabetes mellitus m6zeme vylucit
5,6 — 6,9 mmol/l............ zvysena glykémia (prediabetes),
nutné spravit oGTT
>7,0mmol/l................. Diabetes mellitus (opakovane)

Ako marker pretrvavajucej hyperglykémie sa pouziva stanovenie glykovaného
hemoglobinu.

e Stanovenia glukdzy o-toluidinom boli nahradené rychlymi enzymatickymi
metddami:

* s hexokinadzou (HK) a glukdza-6-fosfatdehydrogenazou (G6PD)
» ale aj glukézaoxidazou (GOD) a peroxidazou (POD)



Laboratamy nalez

hyperglykémia > 5,6 mmol/I

pokles pH az k 6,8

znizenie K* u polyurie

zvysSenie K* u oligurie ¢i tazkého katabolizmu
znizenie Na* a deplécia fosfatov

Zvysuje sa urea u oligurie nebo anurie



DM1.typu

 dochadza k zni¢eniu miesta produkcie inzulinu = B-buniek pankreatickych
ostrovCekov

Pricina?
* Destrukcia B-buniek Langerhansovych ostrovcekov pankreasu je

sposobena vo vacsine pripadov autoimunitnym procesom (tzv. inzulitidou)
u geneticky predisponovanych os6b

Spdstad mechanizmus?

e Styk s infekénym alebo toxickym agens

Podstata?

* neobvykla expresia molekul hlavného histokompatibilného komplexu
(MHC) na B-bunkach, ktoré nasledne pomocné T lymfocyty a makrofagy
rozoznavaju ako organizmu cudzie



Dagnostika

porucha acidobazickej rovnovahy (Ketoacidoza: pri

zvysenej dodavke volnych mastnych kyselin do pecene
pri dekompenzovanom diabetes mellitus 1. typu, kedy
sa mastné kyseliny zvysene metabolizuju na ketolatky)

nulova koncentracia C-peptidu (pri uplne rozvinutom
diabete),

vacsinou autoprotilatky proti glutamatdekarboxylaze
(anti-GAD),

protilatky proti bunkam ostrovcekov (ICA),
protilatky proti povrchu buniek ostrovéekov (ICSA).



DhlSie vySetrenia

* hladina inzulinu, C-peptid, stanovenie protilatok
(ICA, I1AA, anti-GAD) a antigény HLA

DoplAujucim vysetrenim moze byt tiez stanovenie

e tukov, chloridov, osmolality, urey, kreatininu,
amylazy, horcika, vapnika, fosforu, C-reaktivného
proteinu



Sanovenie protilatok

ICA\(Protilétky proti bunkdm Langerhansovych ostrovcekov)

* Polyklonalné protilatky (svojim paratopom su namierené
proti viacerym epitopom réznych antigénov)

* |CA su z velkej €asti tvorené autoprotilatkami proti GAD a
|A-2

* |CA su pozitivhe u 70-80% pacientov s novo
diagnostikovanym DM 1.typu

* V obdobi po potvrdeni diagnozy pozitivita pomaly klesa.
Po desiatich rokoch je na ICA pozitivnhych priblizne 5%
pacientov

 Metoda stanovenia: nepriama imunofluorescencia, ELISA

|ICA sa objavia uz pred samotnymiklinickymi
prejavmi(mesiace, roky) = predvidanie vzniku
choroby u prvostupnovych pribuznych




IAA(AutoprotiIétky proti inzulinu)

e obycajne prvym laboratornym znakom autoimunitnej
inzulitidy

e u prediabetikov, ktorym nikdy nebol aplikovany inzulin,
reaguju s endogénnym inzulinom

* U pacientov liecenych inzulinom reaguju s exogénnym
inzulinom

* |AA sa u pacientov s DM1 na zaciatku ochorenia vyskytuju
CastejSie u deti (priblizne 60% pozitivita), nez u dospelych
(vzacnost)

* Po klinickom prejaveni ochorenia moézu vymiznut
* |AA sa objavuju este v preklinickom stadiu DM1

* Riziko rozvoja DM-1 u pribuznych s pozitivitou IAA je obdobné
ako u pribuznych s pozitivitou ICA

 Metoda stanovenia: radioimunoanalyza (RIA)



Ant"GAD(autoprotilétky proti glutamatdekarboxylaze)

 GAD jeintracelularny enzym, ktory sa za fyziologickych
okolnosti nenachadza na povrchu B-buniek

* katalyzuje premenu kys. glutamovej na y-aminomaslovu
kyselinu (GABA) - posobi ako inhibicny neurotransmiter v
mozgu a podiela sa na uvolnovani inzulinu zo sekrecnych
granul

* GAD je ako autoantigén viac rozpoznavany v predklinickom
obdobi DM1 a naopak u novo diagnostikovanych pacientov
(uz s klinickymi priznaky) je imunitnym systémom lepsie
tolerovany

* koncentracia GAD v sére u pacientov:

— s predklinickym DM1 vyssia koncentracia
— novo diagnostikovanym DM1 { nizsia koncentracia

 Metoda stanovenia: rddioimunoanalyza (RIA), ELISA




IA‘Z (Protilatky proti ostrovéekovému antigénu)

* skupina proteinov tyrozinovych fosfataz

* V molekularnej strukture je niekolko autoantigennych oblasti
* juxtamembranova oblast I1A-2
e PTP doména IA-2
e PTP doména IA-2f3

* Autoprotilatky tvoriace sa na zaCiatku ochorenia su namierené
predovsetkym proti juxtamembranovej doméne |A-2

* Pri diagnostikovanom MD1 sa rozpoznavaju PTP domény

* Protilatky proti IA-2 su pritomné u 48-80 % recentne
diagnostikovanych pacientov s DM1

* riziko rozvoja DM1 u pribuznych s pozitivitou IA-2 je 81 %
behom 5 rokov

 Metoda stanovenia: radioimunoanalyza (RIA), ELISA



Zhrnutie diagnostiky
protildtok

Na odlisenie medzi
jednotlivymi typmi DM

TaktieZ sa da pouZzit pre
odhadnutie velkosti
rizika rozvoja DM1 u
predisponovanych osob

Pri manifestacii
autoimunitného diabetu
1. typu je u takmer 95%
chorych pri prvom
zachyte dokdzana
pozitivita jednej Ci
niekolko autoprotilatok
suvisiacich s diabetom
1. typu

U pacientok s
gestacnym DM pomaha
identifikovat osoby s
vysokym rizikom rozvoja
DM1

Schéma sérologické autoimunitni diagnostiky u diabetu mellitu
upraveno podle (2 a 3)

anamnéza a Klinické projevy
—  pribéh diabetu (pFitomnost ketoacidozy pri
manifestaci, gestafni diabetes, v&ék pFi manifestaci
diabetu)
—  obezita (znimky inzulinové rezistence)
— rodinnid anamnéza DM

diagnostika pomoci autoprotilitek u pacienti s nejasnou
diferenciilni diagnézou typu diabetu

s \

Déti: Dospéli:
podezieni na diabetes 1. typu podezieni na diabetes 1. typu nebo
ICA nebo LADA

GADA + anti-IA2 (stafi nad 10 let)
GADA +1AA (stafi pod 10 let)

’ '

kterakoliv testované GADA (ICA) GADA (ICA)
z protilatek protilatky pozitivni: negativni:
pozitivni negativni dg potvrzena vySetfit ICA
l l (GADA)
dg potvrzena provest testy na l
nevysetfené
protilatky GADA (ICA)
pozitivni:
l dg potvrzena

kterakoliv z protilatek
pozitivni:
dg potvrzena



Liecha
* Liecba prebieha exogénnym privodom
chybajuceho inzulin

* Inzulinové pero
* Inzulinova pumpa

 Monitorovanie glykémie: glukometer



Sclerosis multiplex

Filip Holik



Definice a podstata

Definice:
e autonomni onemocnéni bilé hmoty CNS

* vede ke ztraté myelinu v zanétlivych loziscich a
k difuzni ztraté axonu

Podstata:

* Neni znama, ale predpoklada se ucast
genetické predispozice souhrnné se zevnimi
faktory, taktéz spoustécem muze byt virova ci
bakterialni infekce nebo stres



Klinické projevy

opticka neuritida

parestézie

motorické poruchy

mozeckové poruchy

ataxie (porucha hloubkového Citi)
vertigo

sfinkterové poruchy

poruchy vyprazdnovani

unava

sexualni poruchy



Laboratorni nalezy souvisejici s
poruchou hematoencefalické bariéry

pri porusené hematoencefalické bariére (choroidealni plex + endotel
kapilar) nachazime v likvoru zvySené mnozstvi celkové bilkoviny, albuminu
a mononukleard

pomoci difuze dochazi k transportu proteint ze séra do likvoru
stanovujeme hladiny IgG, IgM, IgA ze séra

zvySena koncentrace urcitého proteinu v séru ma za nasledek zvyseni
téhoz proteinu v likvoru

o stavu hematolikvorové bariéry nas informuje albouminovy koncentracni
gradient (Qalb — pomér koncentrace albuminu v likvoru a séru)

koncentrace albuminu se stanovuji nefelometricky

hladiny imunoglobulinl pomoci imunoturbidimetrie, ELISA

Qalbx10-3:do 15 let<5,do40let< 6,5, do 60 let< 8

refE}T. meze Ig v likvoru: 1gG — 12-40 mg/I, IgA - 0,2-2,1 mg/I, IgM - 0,2-1,2
mg



Meéreni intratékalni syntézy I1gG

=syntéza probihajici v perivaskularné ulozenych
B-lymfocytech, které se diferencuji v plazmocyty
1) Stanoveni dle IgG indexu

* charakterizuje vztah mezi koncentraci IgG ve
dvou ruznych systémech

* nejcasteéji pro posouzeni intratékalni syntézy
1IgG

* vysSetfujeme hmotnostni koncentraci IgG v
mozkomisnim moku a plazmé



Oligoklonalni IgG pasy

2) Stanoveni oligoklonalnich pruhu ( u vétsiny):

prokazatelnym jsou minimalné 2 pruhy, které nejsou
pritomny v séru

provadi se pomoci isoelektrické fokusace s naslednym
imunoblotem a enzymovym barvenim

pasy se nachazeji a alkalické oblasti elektroforetickeho
pole

u pacientu s diagnostikovanou sclerosou multiplex je
stanoveni pasu v 98% pozitivni pri vysetreni likvoru

velmi dllezité v diagnostice Sclerosis multiplex



Déleni oligoklonalnich IgG pasu

a) typ 1 — normalni likvor
b) typ 2 — oligoklonalni IgG pasy v likvoru

c) typ 3 —oligoklonalni IgG pasy v likvoru a
identické pasy v likvoru a séru

d) typ 4 — identické oligoklonalni IgG pasy v
likvoru a séru

e) typ 5 — monoklonalni pasy v likvoru a séru



Normalni
likvor

Oligoklonalni IgG pasy

CSF

o

Typ 1

CSF

Typ 4

Typ 2

CSF

CSF

Typ S

Typ 3



Lecba

1) akutni ataka: vysoké davky kortikoidu i. v.

2) prevence atak, remise: interferon beta,
glatirameracetat, azathioprin,
imunoglobuliny i. v. vimunosupresivnich
davkach

3) symptomaticka lécba



ANTIFOSFOLIPIDOVY SYNDROM
(APS)



Pricina ochorenia

APS je autoimunitné ochorenie a hyperkoagulacny, ziskany trombofilny
stav, vyvolany tvorbou antifosfolipidovych protilatok, ktoré si zamerané na
fosfolipidy nachadzajuce sa v povrchovych strukturach buniek
(membranach) a krvnych dostickach.

Syndrom je nazyvany podla charakteristickej pritomnosti autoprotilatok,
oznacovanych ako antifosfolipidové (APA), alebo antifosfoproteinové i
fosfolipid dependentné.

samotné fosfolipidy nie si vzhladom k velkosti ich molekuly imunogenné.

[2] (nevyvolavaju tvorbu antifosfolipidovych protilatok) * viz poznamka

Proces akym protilatky zasahuju do krvného zrazania nie je zatial uplne
objasneny

Fosfolipidy po naviazani sa na ,,nosi¢sky” protein (napr. beta2-glykoproteinl) v tele pacienta menia jeho
konformacénu Strukturu. Tato zmena konformacie sp6sobi odhalenie imunodominantnych epitopov, ktoré boli
doposial skryté, normalne nedostupné. Proti odhalenym epitopom telo produkuje antifosfolipidové protilatky.
Fosfolipidy proti ktorym mdzu vznikat protilatky: KARDIOLIPIN, FOSFATIDYLSERIN, ETANOLAMIN, KYSELINA
FOSFATIDOVA, BETA-2 GLYKOPROTEIN [3]



Prejavy ochorenia |

Autoimunitné APA:

telo vytvara autoprotilatky v ,, SELF“ reakcii na vlastné antigeny. V roli
antigenov vystupuju telu vlastné fosfolipidy.

patogenetické mechanizmy doprevadzané hematologickymi klinickymi
prejavmi (zilné Ci arteridlne trombodzy, trombocytopénia, autoimunitna
hemolyticka anémia - AIHA)

komplikacie pri gravidite — trombodza placentarnych ciev, preeklampsia
— tehotenska toxikdza, opakované aborty

GIT manifestacia — Buddov-Chiariho syndrém — trombdza pecenovych
zil, ktora znemoznuje odtok krvi (vzacne ochorenie 1:1 000 000) 1

Neurologické prejavy — cievna mozgova prihoda (CMP) , migrendzne
stavy, epilepsie

Katastroficky APS (CAPS) :

- Fulminantny, zivot ohrozujuci stav, rozsiahle trombotické posSkodenie
viacerych vnutornych organov



Prejavy ochorenia Il

Alloimunitné APA (izoprotilatky) - . somimt
- Telo vytvara protilatky v ,,NONSELF“reakcii na tzv. aloantigeny, o su antigeny iného

jedinca toho istého druhu (napr. krvné skupiny)

- prechodny vyskyt pri infekénych ochoreniach:
- virusové infekcie (EBV - virus Epsteina aBarrové, HSV — herpes simplex virus)
- bakteridlne infekcie (lues, lymska borelidza, tuberkuldza)

- pritomnost vo vySetrovanom sére bez klinickych priznakov APS

- vyskyt takychto protilatok stupa s vekom a nachddzaju sa u 0,5 - 5 % zdravej populacie [1]

>I‘Aloimunita je imunitna odpoved organizmu na antigeny cudzieho tkaniva (aloantigeny). Aloantigeny su antigeny iného jedinca rovnakého druhu. Aloprotilatky

(aloimunitné protilatky) su protilatky proti aloantigénom. (VOKURKA M., HUGO J. et al. Velky Iékafsky slovnik. 8. vydani. Maxdorf, 2008. )



Zakladné APA pozorované u APS:

LA (lupus antikoagulans) — koagulacné testy

ACLA (antikardiolipinové) — imunoenzymatické testy
(ELISA) * viz poznamka

Protilatky proti B2- GP1 (beta2 — glykoprotein 1) -
ELISA

Tieto protilatky su zodpovedné za zvySovanie rizika
rozvoja opakovaného nekontrolovaného krvného
zrazania ako v Zilach, tak v tepnach. Zavaznost
priznakov a komplikacii moze kolisat od miernych az po
kritické v podobe katastrofického antifosfolipidového
syndromu (CAPS) s vysokou mortalitou. @

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay Imunoenzymatické testy -



Vysetrenie hematologickych lab.
Kritérii
LUPUS ANTIKOAGULANS - LA (koagulacné testy)

- LA je velmi heterogénna skupina APA, ktora in vitro ovplyvnuje fosfolipid dependentné
koagulacné reakcie. M6zu ovplyviiovat pochody na réznych urovniach koagulacnej kaskady,

podla uplatnenia fosfolipidovych povrchov v krvnom zrazani. [5]

- antigénny ciel: B2 glykoprotein 1 alebo protrombin

- poziadavok na vysetrenie: bezdostickova plazma,

(Pri zle spracovanych vzorkach je znacne vysoké percento faloSne pozitivnych vysledkov) !!!
- APA predlZuju test aPTT * viz poznamka, pricom v klinickom prejave nie je pritomny
krvacivy stav, ale naopak zvysené riziko trombotickych komplikacii[2]

* aPTT = aktivovany Parcidlny Tromboplastinovy ¢as (Time) — test na vySetrenie koagulacie krvi. Realizuje sa

s dekalcifikovanou plazmou (z krvi odobranej do citratu). Test napodobniuje tzv. vnutorny systém aktivacie
K plazme sa pridava kaolin a fosfolipidy, koaguldcia sa spusta vapnikom. Meria sa Cas, za ktory d6jde ku

koagulacii.1 VOKURKA M., HUGO J. et al. Velky lékarsky slovnik. 8. vydani. Maxdorf, 2008.



VysSetrenie imunologickych lab. ktirérii
|

Antikardiolipinové protilatky (ACLA):

- kardiolipin — patri do skupiny negativne nabitych fosfolipidov, ktoré
su sucastou biologickych membran

- dolezité vysetrenie pri diagnozach cievnych mozgovych prihod
(CMP) alebo infarktu myokardu (IM) u mladsich dospelych

- symptomatologia migrény, opakované CMP

- rutinne, kvantitativne sa stanovuju ACLA protilatky v triedach Ig,
lgG a IgA. V pripade pozitivity je doplnené vysetrenie na iné
fosfolipidy (APLA):

(anti-fosfatidylserin, anti-fosfatidylinositol v triedach IgM a 1gG) @

- Protilatky ktoré sa uplatiiuju v mechanizmoch progresivného stadia
APS su prevazne v triede IgG. s

- Pozitivny vysledok vysetrenia protilatok v triede IgM je dobrym
indikatorom pre zacinajuce autoimunitné ochorenie. ;




VysSetrenie imunologickych lab. ktirérii
1

Protilatky proti B2 —glykoproteinul:

- semikvantitativné stanovenie s urCenim tried
IgM, 18G
- Protilatky stanovené v triede IgG:

Klinicky stav pacienta s trombdzou a pacientky s
opakovanymi potratmi 3

- Protilatky stanovené v triede IgM:

Klinicky stav pacienta s trombdzou a trombocytopéniou 3]



Diagnostické kritéria APS

U GG E

Trombotické Jedna a viac LA
komplikacie arterialnych alebo
vendznych
tromboz.

Tehotenské Preeklampsia, AC

komplikacie insuficiencia LA alebo beta2GP1
placenty,
nevysvetlitelné
potraty

Laboratorne kritéria

Kritériom je
opakované
preukazanie
protilatok min. 2x v
odstupe Siestich
tyzdnov

Nutné opakovane
preukazat min. 2x v
odstupe Siestich
tyzdriov v strednom
alebo vysokom titre
(nad 20 1U/ml)
izotyp IgG alebo
IgM

Pre stanovenie diagnozy je potrebny sucasny vyskyt
aspon jedného klinického a jedného laboratorného

kritéria



Suvislosti s inymi ochoreniami:

SLE (systémovy lupus erytematodes) — detekujeme pritomnost
APA, tzv. sekundarny APS
Nizke hladiny APA:

— HIV+ pacienti

— pacienti s niektorymi nadorovymi ochoreniami

— starSi dospely pacienti

— prechodny vyskyt u pacientov s infekcnym ochorenim, protilatky

obvykle v triede IgM 5]

— medikamentdzne lieCeny pacienti (fenothiaziny, prokainamid)
APS sa mo6ze prejavit u kazdého, najéastejsie vSak postihuje zeny
v produktivnhom veku

APS Mo6Zeme povazovat za najcastejsi ziskany trombofilny stav u



Pouzité skratky

IM — infarkt myokardu, (niekedy aj AIM — akutny infarkt
myokardu)

B2 GP1 — beta2 glykoprotein 1

AIHA — autoimunitna hemolyticka anémia, patri medzi ziskané
hemolytické anémie

CMP — cievha mozgova prihoda

aPTT — aktivovany Parcialny Tromboplastinovy cas (Time)
LA — lupus antikoagulans

ACLA — antikardiolipinové protilatky

APLA — protilatky proti fosfolipidom

APS — antifosfolipidovy syndrom

CAPS — katastroficky antifosfolipidovy syndrom
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Hashimotova thyreoiditida

Nikola Kimmelova, LF MUNI



Hashimotova thyreoiditida

onemocneéni stitné zlazy
" vyskytuje se as u 5 % populace s prevahou zen
(4:1)

" je nejCasteéjsi pricinou hypothyredzy v oblastech s
dostateCcnym zasobenim jodem



Etiopatogeneze

= pricina je neznama (multifaktorialni)

" imunopatologie IV. typu

" dochazi k infiltraci tkané stitné zlazy T-lymfocyty a
plazmatickymi bunkami, které zpusobi destrukci
tkané, zlaza je nahrazena vazivovou tkani a to
vede k nedostatecné produkci hormonu
(hypotyredze)



Klinicky obraz

vetsinou dlouhou dobu probiha asymptomaticky
nejdulezitéjSim priznakem je hypotyredza

v pocatcich se muze vyskytovat difuzni struma
(vétSinou nebolestiva)

poté dochazi ke zmenseni stitné zlazy (atrofizaci)

priznaky: pribyvani na vaze, pocity chladu, unava,
deprese, sucha kuze, poruchy pameéti a
koncentrace



Laboratorni stanoveni

stanoveni funkce stitné zlazy: TSH (J{,), fT4
(tyroxin) a fT3(trijodtyronin) (1T")

prukaz zvysené hladiny protilatek proti
tyreoperoxidaze (TPOADb) a proti tyreoglobulinu
(TgAb)

zvysena hladina protilatek znaci autoimunitni
poskozeni stitné zlazy (tyreoperoxidaza v 90 %
poz., tyreoglobulin v 40 - 70 % poz.)

stanoveni protilatek ELISA metodami



Lecba

= Substitucni |écba tyroidealnimi hormony pri
hypotyreoze

" Podavaji se syntetické hormony (levotyroxin)

-
- ”YM
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' Levothw m’ Tablets -22

U
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Zdroje:
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e]. [cit. 2020-04-28].
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tyreoiditida.html [online]. [cit. 2020-04-28].
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Hasimotova-nemoc-Chronicka-tyreoiditida-11025 [online].
[cit. 2020-04-28].



Graves-Basedowova choroba



Pricina onemocneéni

* Presna pricina vzniku této choroby neni zcela
jasna

* Velkou roli hraje predevsim genetika
* Mezi spoustéci mechanismy patri napriklad
néktera virova onemocnéni, psychicky stres,

Urazy, podavani jodu, rychly vahovy ubytek Ci
téhotenstuvi.



Mechanismus onemocneéeni

e Autoimunitni onemocnéni, pri kterém se v
téle tvori protilatky TSI (tyreoid stimulujici
imunoglobulin), které po navazani zpusobuiji
jeho aktivaci TSH receptoru

* Dochazi tak ke zvysené produkci hormonu
stitné zlazy (tyroxin a trijodtyronin)

e Dale se tyto protilatky mohou vazat také na
antigeny v retrobulbarnim prostoru, v
podkozi bércl a na rukach a nohach.



Klinicka manifestace

Hypertyredza (nadmérna produkce hormondu stitné zlazy), ¢asto ji také
doprovazi také struma neboli zvétseni stitné zlazy
Tyreotoxikoza, kterou doprovazi:
— nervozita, nesoustredénost
— zvysena teplota, poceni, intolerance tepla, Ubytek vahy, zvysena chut k jidlu
— zvysena aktivace sympatiku — tachykardie, palpitace, dysrytmie, hypertenze
— zvySena motilita GIT, prijmy, ubytek vahy
— hyperreflexie, jemny tfes rukou
Endokrinni orbitopatie
— otok mékkych tkani za bulbem zpUsobujici exoftalmus (,,vypouleni oci“)
Pretibialni myxedém
— vzacny priznak, jedna se o podkozni edém s naslednou fibrotizaci a porusenym
odtokem lymfy

Akropachie

— palickovité zdureni poslednich ¢lankd prstl rukou a nohou, otok nehtovych
lGzek



Diagnostika

Klinické priznaky pacienta a jeho rodinna
anamneéza

Kontrola pohledem a pohmatem stitnou zlazu,
kontrola ocCi

Krevni testy, které stanovi hladiny fT3, fT4 a
TSH, dale autoprotilatek proti thyreoidni
peroxidaze (anti-TPO) a anti-tyreoglobulinové
protilatky (TG)- vétSinou negativni

Vysetreni stitné zlazy pomoci ultrazvuku



Laboratorni nalezy

Zvysené sérové hodnoty fT3 (volny
trijodthyronin), fT4 (volny tyroxin)

Snizena hladina TSH pritomnost protilatek
TSI proti TSH-receptorim

Zkraceni reflexu Achillovy slachy

Ultrazvuk stitné zlazy (snizena echogenita) a
retroorbitalniho prostoru



Stanoveni fT3, fT4 a TSH

Chemiluminiscence s vyuzitim mikrocastic (CMIA)
Antigen nebo protilatka jsou navazany na paramagneticke
Castice

Pridava se vysetrovany vzorek pacienta (vSe probiha ve
vodném prostredi)

Po promyti se pridava konjugat znaceny akridinem
Nasleduje dalsi promyti

Nasleduje pridavek Pre-Triggeru (peroxid vodiku) a opticky
systém CMIA provede cteni pozadi

Pre-Trigger vytvari kyselé prostredi a slouzi k odstépeni
akridiniového barviva z konjugatu navazaného na komplex
mikrocastice



Stanoveni fT3, fT4 a TSH

* Do reakcni smeési se nadavkuje Trigger
(hydroxid sodny). Dojde k oxidacni reakci pfi
které z akridiniového barviva vznika N-
methylakridon a pri navratu do zakladniho
energetického stavu uvolni energii ve formeé
emise svétla - chemiluminiscence

 Méreni koncentrace pomoci

chemiluminiscenéni emise  Referencni mez:
fT3  2,89-4,88 pmol/I

fT4  9-19 pmol/l
TSH  0,35-4,94 mlU/I



Stanoveni autoprotilatek proti
thyreoidni peroxidaze (anti-TPO)a
anti-tyreoglobulinové protilatky (TG)

* |Indikovano az v dalsi fazi diferencialné diagnosticke
rozvahy poruch stitné zlazy

e Stanoveni anti-TPO ma vysokou prognostickou
hodnotu pri sledovani priubéhu hypertyreézy Graves
- Basedowova typu (pritomny ve vysokych
koncentracich u 57-74 % pacientu)

e Stanoveni protilatek anti-TPO ma véetsi dulezitost pro
diagnostiku

* Protilatky proti TG jsou vétSinou u tohoto
onemocneéni negativni

e Stanoveni napr. pomoci ELISA



Lecba

Jejim ukol je snizit tvorbu hormonu stitnou zlazou

Jednou z moznosti je podavani tyreostatik (thiamazol,
propylthiouracil), na pocatku |éCby se podavaji v kombinaci s beta-
blokatory, které napomahaji zpomalit srdecni frekvenci, poceni a
uzkostné pocity, které jsou tyreotoxikdzou vyvolané.

Druhou moznosti pokud dochazi k intoleranci tyreostatik je
thyreoidektomie. Jedna se o celkové nebo ¢astecné odstranéni
stitné zlazy. Toto reSeni s sebou vsak nese takeé riziko v podobé
potencialniho poskozeni pristitnych télisek a nervi fidicich hlasivky.

Posledni moznosti je uzivani radioaktivniho jéodu. Radioaktivita
postupné nici prilis aktivni bunky stitné zlazy. Lécba pomoci
radiojodu vSak mulze vést ke zhorsSeni priznakl Gravesovy
oftalmopatie.



Akutni hepatitidy (AlH)
= progresivni zanét jater



Pricina onemocheni

* Etiologie nejasna, ale pravdépodobné je autoimunitni hepatitida vyvolana
jinymi onemocnénimi nebo moznymi spoustécimi faktory mohou byt
infekCni agens, 1éky, genetika nebo toxiny.



Klinické projevy

Jde o organoveé lokalizovanou autoimunitni chorobu
Typickymi pacienty jsou mladé zeny
Klinické priznaky byvaji dlouho némé nebo nespecifické

— Unava, bolesti hlavy, nechutenstvi, Ubytek vahy, hepatomegalie,
ikterus...

Pacienti mohou mit takeé priznaky pokrocilé chronické hepatitidy s
jaterni cirhozou, jako ascites nebo encefalopatie

Neléceny zanét po letech prechazi v jaterni cirhozu

Asi 20 % pacient( trpi dalSimi pridruzenymi autoimunitnimi
chorobami, napf. systémovy lupus erythematodes, Sjogrentv
syndrom



Laboratorni nalezy

K jednoznacné diagndze AlH je nutné vyloucit ostatni podobné jaterni onemocnéni

Tvorba protilatek proti bunkam jater, vétSinou imunofluorescencni stanoveni (IF)
stanoveni

AlH se dle pritomnosti jednotlivych protilatek déli na dva typy:
AlH I. typu

— Vysoka hypergamaglobulinémie, nefelometrie
— |ASMA = protilatky proti hladkému svalu (prikaz samostatné nebo s ANA), (IF)

— |ANA = antinuklearni protilatky, (IF), (nejsou specifické pro AlH, nebot se vyskytuji i u fady dalsich
jaternich chorob)

— ANCA = protilatky proti cytoplazmatickym antigeniim neutrofilu, (IF) \—Y—’

— ASLA = protilatky proti rozpustnym jaternim antigentm (ELISA) Typicky

— anit-LKM-1 = protilatky proti antigenlim mikrosomd, (IF, ELISA) AlH I.typu

— anti-LC1 = protilatky proti specifickému jaternimu cytosolovému antigenu 1 (ve 2/3 ptipadt u Il. typu)
(ELISA)

Pro AlH je typické, Ze protilatky byvaji ve vysokém titru (¢asto 1:320 a vice) nebo
soucasné nachazime vice druhl autoprotilatek, ¢imz se lisi od virovych hepatitid

Zvysené aminotransferdzy, 1gG > 16 g/I
Jaterni biopsie — typicky interface hepatitidy




]

N
%%% Neprima imunofluorescence

\ Antxbod*

* Metoda stanoveni protilatek, k detekci je potieba Py, W b e
substrat (antigen)
* substratem je rez tkané, bunécéna substance nebo e
fixovana tkanova kultura, napf. pro stanoveni: 0 o
— ANA - HEp 2 bunky-linie lidského nazofaryngealniho
karcinomu | FITC-conjugated antidoby

* v pripadé pozitivity se provadi dalsi vysetfeni k uréeni
specifity protilatek, napft. EIA

— ASMA —hlodavc¢i Zaludky nebo kultury fibroblastd

— Anti-LKM-1 — hlodav¢i kryostatické rezy jater a ledvin,
(zaludku)

— ANCA — neutrofilni granulocyty

* Detekce protilatek, probiha ve 3 krocich:
1. protilatky z testovaného séra se navazou na
antigenni substrat
2. na tyto protilatky se potom vaze konjugat = anti-
lidska protilatka znacena fluorochromem napt.
FITC
3. pozorovani fluorescenénim mikroskopem

Secondary reaction

Microscopic examination



P r LOJ k ~Vi A S M A Pozitivni fluorescentni vzor ASMA

Rez krysiho Zaludku V

Priklad imunofluorescence
potkaniho zaludku

Rez krysich jater Rez krysich ledvin



Prukaz anti-LKM-1

Pozitivni fluorescenéni vzor LKM1

Rez krysich jater Rez krysiho Zaludku

Rez krysich ledvin



Lecba

Zakladem je kortikosteroid prednison (jeho davka by se méla udrzovat

|écby)

Kvali nizké ddvce prednisonu se |é¢ba kombinuje s purinovym
analogem azathioprinem

Lécba 2-4 roky, poté snaha o vysazeni



Primarni biliarni cirhoza

Radek Lehar



Charakteristika onemocneéeni

® nepurulentni destruktivni zanétlivé onemocnéni
interlobularnich a septalnich intrahepatalnich
ZluCovodu

® vede k duktopenii a perzistujici cholestaze

® dusledkem je progresivni fibroza az jaterni
cirhdza s jaternim selhanim

® pricina onemocnéni neni znama (velmi
pravdépodobné jde o imunitné
zpostredkovanou chorobu - T cytotoxicke
lymfocyty)



Klinicka manifestace
* obvykle plizivy prubéh
* az 30 % nemocnych bez subjektivnich potizi

e pruritus s pripadnou unavou, tuha a
zvetsena nebolestiva jatra, splenomegalie,
xantelazmata (ukladani tukovych latek ve
tvaru zlutych plochych lozisek v kuzi),
hyperpigmentace, metabolické kostni
choroby, renalni tubularni acidoza, steatorei
(nestravené tuky ve stolici)



Laboratorni vysetreni pri primarni biliarni
cirh6ze (PBC)

e vySetreni antimitochondrialnich protilatek (AMA) - 9 typu,
pro PBC= primarni biliarni cirhdéza typické AMA-M2 - neprima
imunofluorescence — substrat krysi jatra, ledviny Zaludek,

* Potvrzeni metodou ELISA, imunoblot

—  pozn. izolované zvyseni AMA bez cholestdzy neznamend diagnozu PBC

* Pozitivita AMA protilatek se da pozorovat i pri vysetreni
antinuklearnich protilatek (ANA) ( viz nasledujici snimek) - nizka
specifita, ale vysoka senzitivita u podtypl anti-sp100 a anti-
gp210 = |ze vyuzit v pripadech negativity AMA - ANA -neprima
imunofluorescence, ELISA, imunoblot

* polyklonalni zvySeni IgM - (nespecifické) - nefelometrie



Stanoveni AMA-M2 neprimou

Nepfima imunofluorescence

° V4 * v;,«
imunofluorescenci @
* ze séra na substratu krysich jater, '
ledvin a zaludku I\
* charakteristicky analyt pro ey

diagnostiku PBC
e vyskyt u 90% nemocnych s PBC

e protilatky namirené proti E2
: Hep2 bunky odvozené od linie HelLa -
DOdJe(;j nOtce , ) pozitivita antimitochondrialnich
oyruvatdehydrogenazoveho protilatek
komplexu na vnitrni mitochondrialni

membrane

Pozitivita AMA

protilatek pfi
vySetreni ANA na

Hep2 burikach




AMA protilatky

zaludek ledviny jatra

Substrat . -
AMA (antimitochonarisini a0) — Krysi zaludek, ledviny, jatra

Mitochondrie jsou organely obsazené v bunkach vsech tkani — proto pfi pritomnosti
AMA protilatek bude viditelna pozitivita ve vSech trech typech tkané.




Dalsi priklady pozitivity AMA protilatek

 AMA se mohou rovnéz vyskytovat u pacientu s:
— polékovym SLE
— systémovou sklerodermii
— lymfomy
— syfilidou



Lécba
* Transplantace jater

* Kyselina ursodeoxycholova a obeticholova
(snizeni resorpce zlucovych kyselin ve streve
a takeé jejich syntézu)

* budesonid (kortikosteroid)



Myastenia gravis
(MG)

Juraj Lacko



Pricina ochorenia

Toto auto-imunitné ochorenie je sp6sobene tvorbou protilatok proti receptorom pre
acetylcholin na

neuromuskularnej platnicke.

Ich obsadenim sa brani fyziologickej vazbe na acetylcholin, ¢im sa blokuje prenos signalu
a aktivacia svalu.

—>vysledkom je paralyza kostrového svalstva

V niektorych pripadoch vazba autoprotilatok na receptor aktivuje aj komplement, ¢im sa
priamo destruuju bunky
neuromuskulanej platnicky.

'VySkyt 20 na 100 OOO (ai 2X éaStEjgie U ilen) LiY, Arora Y, Levin K. Myasthenia gravis: newer therapies offer sustained improvement. Cleve Clin J

Med. 2013 Nov. 80(11):711-21.

-V kazdej vekovej kategorii (najcastejsie vsak u muzov nad 60rokov, u Zien pod 40rokov)

P rICI ny Normal neuromuscular Neuromuscular junction
oy 7 Ve junction in myasthenia gravis Dr. Md Yaqub
1. Protilatky voCi receptory Post graduate at Bangalore
. Acetylcholine e Medical College and Research
pre acetycholin alebo . LSy, 0N Institute
Nerve asc.a e% e%e as®.a .-'...0‘:

MuSK (Muscle-Specific me o , »
Kinase) Macle l | | l l | I | v o 8 ¢
2. Nador thymu rere—

Normal Muscle Contraction Impaired Muscle Contraction



https://www.slideshare.net/mdyaqub16?utm_campaign=profiletracking&utm_medium=sssite&utm_source=ssslideview

Imunologicka klasifikacia MG

Heterogénne ochorenie so 4 podskupinami, ktoré sa odlisuju imunologicky, klinicky a
rozdielnou reakcie na liecbu

1. Seropozitivna MG (SPMG)- 70-75% pacientov, ktorych ma + protildtky voci nikotinovym
acetylcholinovym receptorom (AChR)

2. MG asociovana s tymomom (MGAT)- 10-15% pacientov ma SPMG asociovanu s
tymdmom a autoprotilatkami voci titinu

3. Séronegativha MG (SNMG) voci AChR s + protilatkami voc¢i MuSK( muscle specific
kinase)- 7% pacientov s MG

4. Cista SNMG bez autoprotilatok voc¢i ACHR a proti MuSK- 8 % pacientov

Myasthenia gravis
Adult thymoma
MG
iMusSk associated MG LRP4!

*kk
Prepubertal Postpubertal associated

* Vol 4, No 6 (March 2016): Annals of Translational Medicine

; L . . S . R
(Toward Precision Medicine in Neurological Diseases)

Generalized
presenting
MG

Earlyonset  Late onset Ocular
MG MG presenting MG




Priznaky ochorenia

VSeobecne sa priznaky manifestuju ako patologické svalové slabosti.

Medzi najcastejsi priznakmi patria:
1. Postihnutie vonkajsich okohybnych svalov (diptopia)/ alebo postihnutie m. levator
palpabrae superior (ptéza)
- az u 85-95% pacientov
2. Slabost svalstva inervovaného bulbarnymi nervami/ poruchy artikulacie (dysartira),
fonacie (rhinolalia), slabost makkého
podnebia a jazyka
3. Slabost mimického svalstva alebo Zuvacieho svalstva
4. Postihnutie koncatinoveho svlastva
5. Slabost niektorej izolovanej svalovej skupiny
6. Slabost diafragmy, interkostalynch svalov a akcesérnych svalov

{ « \\‘\w o~ Drooping
. e position of
" ; ! v D Difficulty Change in
Smoothing . = x ioalking "™
Difficulty

out of — -
forehead - ? toclimb Facial
Eyebrow

stairs, lift paralysis
droop \!
.

objects

Difficulty
to chew &
swallow

: Symptoms
: ‘ B < of

Drooping of & Breathing Mysatharla Wefalmess

corner of —/‘, Y difficulty pads iaces

mouth i"

»
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Laboratorne nalezy

Detekcia protilatok za pomoci ELISA

1. Protilatky proti Acetylcholinovemu receptoru (AChR) - trieda IgG
Vysledky: negativny < 0,40 nmol/I hrani¢ni 0,40 — 0,49 nmol/| pozitivny > 0,50 nmol/I

2. Protilatky proti svalovo Specifickej kindaze (Anti-MuSK, muscle-specific kinase
antibodies)- hlavny marker u sérovo  negativnych pacientov (pacienti s negativnymi
AChR), U sérovo pozitivhych pacientov moze byt pritomny spolu s AChR, trieda
IgG

Vysledky: negativny < 0,4 U/ml pozitivni > 0,4 U/ml



Laboratorne nalezy na specializovanych
pracovisk

Detekcia protilatok za pomoci RIA (Radioimmunoassay) a ELISA

1. Protilatky proti Acetylcholinovemu receptoru (AChR)- jedna sa o subskupiny I1gG1 a IgG3:
Anti-AChR ab (binding), Anti-AChR ab (modulating), Anti-AChR ab (blocking)

ACh RECEPTOR (MUSCLE) BINDING ANTIBODY
Norma < 0.02 nmol/L

ACh RECEPTOR (MUSCLE) MODULATING ANTIBODIES
Norma 0-20% (reported as __ % loss of AChR)

2. Protilatky proti svalovo Specifickej kinaze (Anti-MuSK, muscle-specific kinase antibodies)-
hlavny marker u sérovo negativnych pacientov (pacienti s negativnymi AChR), U
sérovo pozitivnych pacientov moéze byt pritomny spolu s AChR, patri medzi IgG 4

Result of 1.0 U/mL or higher are positive.

3. Protilatky proti prieéne pruhovanému svalstvu (anti-SM, Anti—striated muscle antibody),
moze byt vykonané ako dopliujuce vysSetrenie u pacientov s MG s nadorom thymu.
Imunofluorescencne
Titr <1:120




Moznosti lieCby

Jedna sa o nelieditelne ochorenie, daju sa vSak ovplyvnit priznaky a komplikacie
spojene s MG krizou.

Inhibitory acetylcholinestazy (IAE): Mestinon a Prostigmin
Thymektomia

Imunosupresivna terapia: azathioprin alebo cyclosporin
Vnutrozilovy imunoglobulin s kombinaciu plazmaferézou

B wnN e



Autoimunitné ochorenia

Reakcia imunitného systému organizmu na svoje vlastne autoantigény, ktora vyvola
odpoved tekekopvatelnu pritomnostou autoprotildtok (vacsinou typ IgG) a autoreaktinych T
—lymfocytov, ktoré vyvolaju posSkodenie buniek/tkaniv organizmu. Jeho hlavnou ¢rtou je
zdpal/zanet.

Rozdelujeme ich na:
1. Lokalizované (organovo Specifické)
2. Systémové (organovo nesSpecifické)

Mechanizmy tolerancie
Podmienkou vzniku autoimunitneho ochorenia je prelomenie mechanizmov autotolerancie.
Radia sa medzi ne:
1. Centralna tolerancia: vthymu pozitivha/ negativna selekcia T lymfocytov po ich
vyslednej reakcii na MHC v kostnej dreni negativna selekcia B lymfocyty, ak reaguju
na rozpustne zlozky vtomto prostredi
2. Periférna tolerancia- klondlna delecia, klondlna anergia, klonalna ignorancia, supresia

Priciny vzniku

-----

infekcie, stres, lieky, UV...



Chronicka granulomatozni
choroba

Mikeskova Simona



Pricina onemocneéni

Porucha tvorby reaktivnich forem kysliku, memprane
ktera vede k omezené schopnosti fagocytu  yappy N,/ 0,
likvidovat fagocytovany material =

NADP* / 0,"—H,0,—

other

Pricina: ROS

— Mutace v jednom z genu kddujicich
podjednotku

(RAC
. 7 phox
enzymu NADPH-oxidazy LY L favogtochrome b

— NADPH-oxiddaza hraje klicovou roli pfi pa7er
respiracnim vzplanuti fagocytu, protoze
produkuje superoxidovy radikal, ze outside cell or
kterého vznikaji dalsi reaktivni formy  cytosol inside phagosome

kysliku (mikrobicidni agens fagocytt)



Klinicka manifestace

Nachylnost k castym infekcim a chronickym
zanétum

Opakované abscesy nejcastéji postihujici jatra a
plice, objevuji se hnisavé lymfadenitidy a
osteomyelitidy

Vznik granulomu, které mohou pusobit utlak
ZluCovodu, stendzy v ruznych oblastech

VeétSinou pomerneé casty nastup obtizi, vzacné az v
dospélosti



Laboratorni nalezy

Absence respiracniho vzplanuti fagocytu

Pocet neutrofilnich granulocytu, monocytu a
makrofagu je normalni

Mutace gp91, p22, p47 nebo p67phox
Mozna prenatalni diagnostika
Vysetreni oxidacniho vzplanuti:

— NBT test — screening

— Chemiluminiscencni test
— Burst test



Vysetreni oxidacniho vzplanuti

o

A.
* Burst test
— Fagocytujici bunky se
stimuluji napr. PMA nebo

Counts
180 270 360 450
1 1 1

Counts
0 80 160 240 320 400
1 1 1 1 1

a0
1

opsonizovanymi bunkami E. .y -

=]

1 T
10
C O I i PMA stimulated PMA4 stimulated
: ] h
"

— Dochazi k oxidacnimu
vzplanuti, vznikaji kyslikové
radikaly, které oxiduji
dihydrorhodamin na zelené

270 360 450
1 1 !

Counts
a0 130
1 1

fluoreskujici rhodamin 123 B

A. Zdrava kontrola

— Na prutokovém cytometru se  § conxvsons
1 ) C. CGD autozomalné recesivpi
VyhOd nOCUJe proce nto Zelene D. PFenaét;céka CGD u X- vdZané — ¢ast neutrofil{i

fluoreskujici granulocytu a e schopna oxidanoipanu ok orae)
o Cast neni (pik vlevo
monocytu i




* Chemiluminiscencni test
— Vyuziva schopnosti fagocytu emitovat malé mnozstvi svétla

— Prirozené chemiluminiscencni aktivita fagocytu je zesilena
pridavkem luminoforu

— Emise fotonU se méri chemiluminometrem

* NBT test
— Principem redukce tetrazoliovych soli kyslikovymi radikaly

— Bezbarvy roztok soli pronika pri fagocytoze do bunky, kde je
redukovan na nerozpustny barevny formazan

— Zména zbarveni se hodnoti mikroskopicky nebo presnéji
spektrofotometricky

Normal Before NBT Normal After NBT



Metody lécby

Profylaktické podavani antibiotik a antimykotik
Kortikosteroidy — zmenseni granulomu
Interferon y — snizuje cetnost zavaznych infekci

Transplantace kostni drené



Hereditarni angioedéem



Podstata vzniku

mutace v genu pro C1 inhibitor - deficit nebo defekt

produktu (C1 inhibitor se netvofi viibec nebo vznika
nefunkéni)

autozomalné dominantni dedicnost nebo vznik de
NOVO

kazdy podnét (i neskodny) - aktivace
komplementové kaskady

C1-INH inhibuje také fibrinolyzu a preménu
prekalikreinu na kalikrein

deficit > nadmeérna tvorba bradykininu (otoky)



Klinické projevy

nezanetlivé otoky podkozi a sliznic
otok sliznice dychacich cest —riziko uduseni
otok sliznice GIT - zazivaci potize

typicka lokalizace: oc¢ni vicka, rty, nad klouby rukou a
nohou




Diagnostika

e pritomnost alespon jednoho klinického a jednoho
laboratorniho kritéria

* |aboratorni kritéria:

— hladina C1-INH pod 50 % (2 odbéry v obdobi mezi
atakami, pacient starsi nez jeden rok)

— funkce C1-INH pod 50 % (2 odbéry v obdobi mezi
atakami, pacient starsi nez jeden rok)

— mutace SERPIN G1 genu, ktera narusuje syntézu nebo
funkci C1-INH



Laboratorni stanoveni C1-INH

* nefelometrie — koncentrace C1-INH (normalni hodnoty
210-390 mg/I)

e ELISA - funkéni test C1-INH (C1-INH ze vzorku se vaze na
aktivovanou Cl1s v jamce, spektrofotometricka detekce —
urceni mnozstvi C1-INH, nefunkcni C1-INH - nedojde ke
vzniku komplexu ani zbarveni)

e genetika — stanoveni mutace v genu pro C1-INH



Laboratorni stanoveni dalsSich
parametru

Nefelometrie - koncentrace C4 (normdalni hodnoty 0,1 -0,4 g/l)
RID — koncentrace C2 (normalni hodnoty 10 — 30 mg/I)

hemolyticky test CH50 - funk¢ni aktivita komplementu (klasicka
cesta aktivace, smeés beranich RBC a abmoceptoru reaguje s
komplementem ve vzorku - hemolyza, spektrofotometricka
detekce, vypocCet % hemolyzy, snizena aktivita — slaba nebo zadna
hemolyza)

Pro stanoveni funk¢ni aktivity je potreba specialni odbér do
zkumavek, jejichz povrch neaktivuje komplement — spotfeba
zakladnich slozek, test by mohl poskytovat falesné negativni
vysledky. Proto je po stoceni srazlivé krve sérum nutné co
nejrychleji zamrazit a rozmrazuje se az tésné pred testovanim.



Obvyklé vysledky

aktivita komplementu (klasicka cesta) snizena (kvali
vysSi spotfebé C2 a C4 pri atakach choroby)

* hladiny C2 a C4 snizené (kvali vy$si spotiebé pti atakdch
choroby)

* hladina C1-INH dle formy nemoci
— 1 - deficit - snizena
— 2 - funkéni defekt - snizena/normalni/zvysend
— 3 -mnozstvi i funkce C1-INH jsou v poradku



Lecba

e klinicky zavazny stav:

dlouhodoba profylaxe androgeny (zvy3uji biosyntézu C1-
INH v jatrech, hodné neZadoucich u&ink() Ci antifibrinolytiky,
eventualné substituce koncentratem C1-INH
(rekombinantni nebo z plazmy)

e akutni atak:

substituce koncentratem C1-INH, podani antagonisty
bradykininového receptoru B2



/droje

prezentace z Klinické imunologie

https://www.wikiskripta.eu/w/Heredit%C3%A1rn%
C3%AD angioed%C3%A9m, citovano 23.4.20

https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-
medicina/hereditarni-a-ziskany-angioedem-478813,
citovano 23.4.20

Obrazky:

https://epochaplus.cz/hereditarni-angioedem-
neprilis-zname-geneticke-onemocneni/, citovano
23.4.20



https://www.wikiskripta.eu/w/Heredit%C3%A1rn%C3%AD_angioed%C3%A9m
https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/hereditarni-a-ziskany-angioedem-478813
https://epochaplus.cz/hereditarni-angioedem-neprilis-zname-geneticke-onemocneni/

Tezka kombinovana
imunodeficience
(SCID — Severe Combined

Immunodeficiency Disease)

Pospisilikova Natalie




SCID -

obecné

&3

skupina heterogennich
genetickych onemocnéni,
ktera postihuji bunécnou i
protilatkovou slozku
imunitniho systému
nejzavaznejsi z primarnich
imunodeficienci

postihuji T a B lymfocytarni
vetve imunity, nekdy také
negativne ovlivnuji funkce NK
bunék == deficitTiB
lymfocytu

postizeni jedinci jsou
extrémneé citlivi vaci Siroké
Skale patogend, véetné
oportunnich mikroorganismd



skupina T-, B+
— SCID X —vazany (T-, B+, NK-)
* pricina- mutace genu pro y retézec receptoru (IL-2)

 deficit T lymfocytl i NK bunék, pocet B lymfocytl je zachovan,
avsak funkce omezena

» castéjsi u chlapcl (lokalizace na X chromozomu)
— SCID zplisobeny poruchou Janusovy kinazy (JAK3), (T-,B+, NK-)

* autozomalné recesivnhi onemocnéni

* mutace JAK3 genu kdédujiciho Janusovu kinazu
— SCID s fenotypem T-, B+, NK+

* absence delta retézce molekuly CD3
* nebo nepritomnost retézce alfa receptoru pro IL-7

Pozn. vyznam zkratek: - (negative) — vyjadruje nedostatek/deficit, + (positive) — vyjadruje dostatek
napr. SCID X — vdzany (T-, B+, NK-) = deficit T lymfocyt( i NK bunék, pocet B lymfocytt zachovdn



e skupina T-, B-
— SCID zplisobeny poruchou adenosindeaminazy (ADA), (T-, B-, NK-)
* autozomalné recesivné dédicny deficit

* absence ADA m==) nahromadéni toxickych produkt(
metabolismu purinlt v lymfocytech

— SCID s fenotypem T-, B-, NK+
* deficit Ba T lymfocytu
* pritomnost NK bunék

» pric¢iny deficitu - mutace enzymU RAG1 a RAG2 zodpovédnych za
rekombinaci gen(l v procesu rekombinace

* nebo mutace proteinu Artemis, ktery rovnéz hraje roli v rekombinacnim
procesu

Pozn. vyznam zkratek: - (negative) — vyjadruje nedostatek/deficit, + (positive) — vyjadruje dostatek
napr. SCID X — vdzany (T-, B+, NK-) = deficit T lymfocyti i NK bunék, pocet B lymfocytu zachovdn



Il scio- .
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Klinicka

manifestace

&3

prvni projevy jiz v prvnich
meésicich po narozeni
charakteristické zivot
ohrozujici infekce —
pneumonie, meningitida,
sepse, plané nestovice a;j..
chronické prajmy — ubytek na
vaze, celkové neprospivani
infekce kize — nejcastéji
zpUsobena plisni Kandida
ekzémy

riziko pri oCkovani zivymi
vakcinami — komplikace po
vakcinaci BCG



&3

* celkova leukopenie s
dlirazem na opakovanou
lymfopenii

e velmisnizena hladina T-

i lymfocytl

Laboratorni SRR S R

bunék — variabilni

nalezy

* hladina imunoglubulinG
témer nulova

* po imunizaci —zadna tvorba
protilatek




New solution: Gene therapy \:gb
4 1. Stem cells are harvested

&~ : in patients” own country.

6. Patient is J

cured for life.

s

2. Stem cells

ol Genova
terapie

5. Stem cells are
transfused back
into patient.

3. Stem cells are
genetically corrected.

4, Healthy stem cells
are shipped back.

Tlustraties: Lieneke Post



stanoveni poctu T-, B- lymfocytU
— pomoci pritokové cytometrie

testy na funkci lymfocytl - sledovani proliferace
— pomoci inkorporace radioaktivné znaceného thymidinu
— cytometricky méreni exprese Ki-67

testy TREC, KREC

molekularné genetické stanoveni — mozné jiz v téhotenstvi, pokud
se pripad vyskytl v rodiné

maternofetdlni engraftment T- lymfocytU



vyuziva principu prfimé imunofluorescence
bunky jsou inkubovany s protilatkou proti konkrétnim CD znakim na
povrchu bunék imunitniho systému, ktera je oznacena fluorescenc¢nim

barvivem = bunky laminarné proudi tryskou pristroje vystaveny
laserovému paprsku svétla

na zakladé velikosti a granularity se bunky rozdéli:
—  na LYMFOCYTY, MONOCYTY a GRANULOCYTY

na zakladé navazani monoklonalnich protilatek proti CD znakim na
povrchu bunék se rozdéli:
— nasubpopulace T LYMFOCYTU, B LYMFOCYTU a NK BUNKY



Funkéni vy$etfeni lymfocyta .

- inkorporace radioaktivné znaceneho
__tﬂhymldmu

* lymfocyty jsou stimulovany k aktivaci specifickymi nebo
nespecifickymi stimuly
— stimulatory mohou byt rostlinné (PHA — fytohemaglutinin, ConA —konkanavalin),

bakteridlni Ag (tetanicky toxoid) nebo monoklondlni Ab proti receptordm a
koreceptoriim (anti-CD3, anti-CD28)

* po aktivaci se v kulture déli a proliferuji

* pred koncem inkubace se do kultury prida radioaktivné znaceny
thymidin, ktery se inkorporuje do nové syntetizované DNA

* Uroven meérené radioaktivity, prevedené scintilaénim pocitacem na
svételny signdl, odpovida proliferacni aktivité lymfocytu



- o '__»}: -

Funkeni vysetreni lymfocytu —

- exprese Ki-67

s DT e e T seoka s
iy

protein Ki- 67 je jaderny protein, ktery je spojen s bunécnou proliferaci

Ki-67 je exprimovan ve vSech proliferujicich burikdch béhem pozdni faze
Gl afaze S, M a G2 bunécného cyklu, zatimco bunky ve fazi GO (u nichz
cyklus neprobiha) konzistentné antigen Ki-67 postradaji

nestimulované normalni lidské buriky antigen Ki-67 neexprimuiji
Ki-67 pozitivni frakce bunék je proto oznacovana jako rustova frakce

stanoveni proteinu Ki-67 je pomérné jednoduché, a proto se stalo
zakladnim ukazatelem proliferacni aktivity bunék



Testy TREC, KREC

T-cell receptor excision circels; Kappa-deleting
- recombination excision circles

neinvazivni moderni RT- PCR vysSetreni ze suché kapky krve
metoda zachyti veSkeré formy poruch specifické imunity nezavisle na genové mutaci
soucasné zajisti jistotu bezpecné vakcinace

jedna se o jednoduchy a primocary test na pritomnost naivnich T (TREC) eventudlné B
lymfocytl (KREC)

PRINCIP:

TREC vznikaji pti vystavbé receptoru TCR u T lymfocyt(

KREC u B-lymfocyt( vystfizenim Gsek’ DNA pti spojovani meziJ a V oblastmi DNA ===p
odstrizend nepotirebnd ¢ast DNA se spoji v krouzek =) TREC nebo KREC

neprobiha-li spravné vyvoj T a B-lymfocytUl, vznika malo téchto krouzki

ze snizené hodnoty pak muizeme urcit, Ze se jedna o

poruchu ve vyvoji T, ¢i B-lymfocytl



Figure 1: TREC Assay for Newborn
Screening for SCID

DNA extraction

: Screening @ l,

all infants RT-qPCR

ORecJaTREC primers
B actin control

blood ‘l’

drop

40 cycle Amplification

¢ 3.2 mm punch ¢

Guthrie Median TRECs 827 copies
Card Cutoff for SCID <25 copies

3 ul DBS
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pritomnost matcinych T lymfocytt v cirkulaci imunodeficitniho ditéte

— vetsSinou cytotoxické CD8+ s aktivacnim znakem HLA
DR+, méné Casto pomocné CD4+

— mohou zpUsobit reakci Stépu proti hostiteli

— normalni T-lymfocyty détské jsou naivni - nesou znak
CD45 RA, a HLA-DR
exprimuji jen velice malo

asi u 50% pacientt se SCID lze prokazat materské lymfocyty, u 30-40% z
nich Ize prokazat klinické pfiznaky engraftmentu

e kozni exantém
e zvySeni jaternich testU



transplantace kmenovych bunék — pri shodném HLA — Uspésnost az
90%

u nékterych forem SCID moznosti specifické lécby metodami genové
terapie - tato metoda je nyni dostupna pro mutace v
genech ADA a IL2RG (9, 10)

pravidelna substitucni terapie imunoglobuliny — ¢aste¢na ochrana
pred infekcemi

doporucena izolace od ostatnich déti, nekojit (riziko cytomegaloviru)
neockovat zivymi vakcinamil



Di-Georguv syndrom

Katerina Silhavikova

Laboratorni diagnostika ve
zdravotnictvi



Di-Georguv syndrom a jeho pricina

e Patfi mezi tzv. mikrodelecni syndromy ¢i syndromy genu
naléhajicich na sebe

* Porucha vyvoje treti a ctvrté zaberni vychlipky —
omezeny vyvoj thymu a pristitnych télisek

e Postizeni je variabilni, zavaznost je umeérna T-
lymfocytum (ty jsou pritomny pouze v nizkych hladinach
nebo mohou zcela chybét)

Pricina

* Nejcastejsi pricinou je delece na dlouhém raménku 22.
chromosomu (90% pacient()

VVVVVV

* Nejtypictejsi delece useku 22¢g11.2
 Mimo deleci byly popsany i translokace —t(2,22), t(4,22)




Klinicka manifestace

Klinicky obraz je variabilni a postihuje radu organu:

Casté mykotické a virové infekce vyplyvajici z
imunodeficience (nedostatek T-lymfocytu)

Tetanickeé krecCe, zvySena svalova drazdivost, parestezie
Vrozené vady srdce a velkych cév

Rozstépové vady obliceje a kraniofacialni dysmorfie -
epikanty, vpadly koren nosu, rybi Usta (tvaru obraceného V)

Mentalni retardace



Laboratorni nalezy

. Geneticka diagnostika — delece chromosomu 22 v poloze 22q11.2 (stanoveni metodou
FISH)

Doprovodné znaky:

. Z dGvodu chybéni thymu jsou po narozeni nizké hladiny T-lymfocytll nebo zcela chybi
(hodnoty T-lymfocytl se pfi DiGeorge syndromu mohou pohybovat i okolo 15-40%
T-lymfocytl v zavislosti na tiZze postizeni)
- - normalni hodnoty T-lymfocytd pro novorozence dle procentudlniho zastoupeni
kolisaji béhem prvnich 12 mésicli od 50-
70% lymfocytt v diferencialnim rozpoctu

- Deficit T-lymfocytl ma sklon se s vékem normalizovat — okolo 5 let véku mohou T-
lymfocyty dosahnout normalnich

hodnot

- stanoveni T-lymfocytl: pratokovou cytometrii s vyuZitim fluorescencné znacenych
monoklonalnich protilatek

. Hypokalcémie (kviali nepfitomnosti parathormonu z pfistitnych télisek)
. Hypothyroidismus
*  Trombocytopenie



Diagnostika

Klinické vysetreni — celkové vysetreni
pacienta, echokardiografie, RTG

Geneticke vysetreni — detekce delece 22 g
(vysetreni karyotypu, metoda FISH)

Fetalni echokardiografie

Prenatalni diagnostika — screening dokaze
detekovat pouze srdecni vadu plodu, jinak
musi byt vysetreni cilené




Metoda FISH

= fluorescencni in situ hybridizace

Pouziva fluorescencnich sond, které se vazi pouze
na ty casti chromosomu s vysokym stupném
komplementarity

Signal mUzeme pozorovat ihned po skonceni
hybridizace, nevyhodou je, ze signal nelze zesilit

Relativné levna, rychla metoda

Chromosomy se nasledné pozoruiji pod
fluorescencnim mikroskopem




Metoda FISH
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Metody lécby

Lécba je symptomaticka

V tézsich pripadech je moznost
transplantace kostni drené s perifernimi
lymfocyty

Transplantat z kultivované thymoveé tkané
Oblicejové a srdecCni vady je mozno resit
chirurgickou cestou



Citace

https://is.muni.cz/el/med/podzim2014/VLKG7X1c/um
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http://www.vrozene-
vady.cz/prezentace/pdf/Mikrodelece-2012-IPVZ.pdf

https://cs.wikipedia.org/wiki/Fluorescen%C4%8Dn%C
3%AD in situ hybridizace

https://www.wikiskripta.eu/w/DiGeorg%C5%AFv syn
drom

https://cs.m.wikipedia.org/wiki/Soubor:Fish analysis

di george syndrome.jpg
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Wiskott-AldrichUv syndrom

Klara Simi¢kova



Etiologie onemocnéni

mutace v genu WAS, ktery produkuje protein Wiskott-
Aldrichova syndromu (WASp)

tento protein je exprimovan pouze v bunkach

hematopoetického puvodu
WASp slouzi k reorganizaci aktinovych vlaken cytoskeletu

jeho defekt nebo Uplné chybéni zpUsobi poruchy
fagocytdzy, poruchy prenosu synaptickych signalt mezi

bunkami imunitniho systému i poruchu tvorby trombocyt(



Dédichost onemocheéeni

recesivni X-vazané onemocneéni

gen pro WASp na kratkém raménku

chromozomu X

Gonozomalné recesivni dédi¢nost

postizeni jsou muzi

Zeny jsou prenasecky




Klinické projevy

petechie a krvacivé projevy zpusobené
mikrotrombocytopenii

deficit bunécné a latkové imunity — recidivujici oportunni
infekce (pneumonie, otitidy, meningitidy,..) a nachylnost k
malignitam

kozni ekzém

nékdy i autoimunitni onemocnéni

(vaskulitida, artritida, hemolyticka anémie, ITP)"



Laboratorni vysetreni a jejich vysledky

trombocytopenie s malymi destickami = mikrotrombocytopenie
snizena hladina IgM; vétsinou normalni IgG; zvysené IgA, IgD a IgE
Hladina IgE mze dosahovat hodnot vysSich nez 1 0001U/ml

z pocatku normalni hladina T-lymfocytd, v prubéhu nékolika let

klesa
prukaz nepritomnosti proteinu WAS
snizena hladina protilatek proti vakcina¢nim antigentiim

identifikace mutace v genu WAS



KO — trombocytopenie, (+mUzZe se pfidavat anémie)

Patient 1 Patient 2
8 years old® 18 years old 6 years old 16 years old Controls*
RBC (10* [ul) 470 252 440 460 427-570
Hgb (g/dl) 10.1 7.7 12.5 13.9 13.5-17.6
Het (%) 320 219 420 40.2 39.8-51.8
WBC (/ul) 11000 6800 10200 6000 3900-9800

4 1gM
™ IgA
T-lymfocyty v normé/{

B-lymfocyty v normé

Table 2. Immunological data of Wiskott-Aldrich syndrome
patients

Patient 1 Patient 2

Lymphocyte counts 1138 1866

in peripheral blood (u)
Surface marker phenotypes of PBMCs® (%)
CD4" (32.3-48.7) 45.2 31.7
CDS" (18.8-48.7) 19.6 289
CDI9" (3-18) 8.1 9.8
CD20" (5-20) 7.8 9.6
slgD (1.86-2.84) 2.53 3.64
sIgM and slgD (3.45-6.26) 1.9* 1.6*

sIgM and slgA (3.81-3.98) 0.86* 1:13%



Metody stanoveni

KO na hematologickém analyzatoru (opticka a impedancni

analyza)

hladiny imunoglobulint nefelometricky/turbidimetricky
hladina T-lymfocytU pritokovou cytometrii

hladina WASp v krevnich burikach — prat. cytometrie

identifikace mutace v genu metodami molekularni

diagnostiky — sekvenovani



Flowcytometrické stanoveni hladiny WASp v

PBMC

* intraceluldrni barveni - fixace bunék, permeabilizace (pro dosazeni intracelularnich

struktur), inkubace s protilatkou anti-WASP (5A5), promyti, inkubace s FITC

konjugatem (sekundarni izotypové specificka protilatka zna¢ena fluorochromem), lyza

erytrocytl, méreni na pritokovém cytometru

gum—
N t CD3+ cells o CD19+ cells _ | | CD56+ cells
a 2 2 t
normalni kontrola == 5 P ! 5 % 5 )‘\
- l = . = i
® Ve o | . I v |
izotypova kontrola ol /] S 1| ol | '|| .
= | 2 > |
’ b= J '. I i |' | .ﬁ [
zdrava kontrola £ [ S J | E ;I \ I
— NN S - / | r--\"‘l TA'_ e = -
SAS(FITE) BAG(FITC) SAG(FITC)
WAS pacient -
p . CD3+ cells _ Cco194 cells . CD56+ cells
(WASp neexprimovan) 5 5 3
- E E E !
2 * E: E :
3 ' = 3 / |
*zde byly buriky jesté pred permeabilizaci inkubovény 9 ‘ v [ g IS
s anti-CD3, a-CD19 nebo a-CD56 protilatkou zna¢enou -% |. % % f |
fykoerythrinem (PE) k rozliseni T-/B- a NK bunék > K‘ 3 'i,__ > _J{'{ |I
m— T w (7] A T . (-4 1 S ] [ =
5AS(FITC) _r;;,u_,;‘: 1TC) " SAR(FITC)



Terapie

substitucni podavani imunoglobulint
Imunizace
profylaktické podavani antibiotik

splenektomie (korekce trombocytopenie, ale
vyssi nachylnost k infekcim)

transfuze trombocytu (nebo i plna krev — anémie)

transplantace kostni drené — pri zdarné
transplantaci muze byt pacient zcela vylécen

VYVOj genoveé terapie
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CVID

Common Variable Immunodeficiency

Leona Skalnikova
LABD 2020



CVID
Common Variable Immunodeficiency

bézna variabilni imunodeficience

oznaceni pro skupinu velmi heterogennich onemocnéni, jejichz
presna pricina neni vzdy znama - vliv maji genetické faktory a do
znacné miry i zevni prostredi

onemocnéni CVID maji rizny genovy zaklad, ale stejny fenotyp,
ktery je vyjadfen humoralni imunodeficienci — snizenou tvorbou
imunoglobulint

jeden z nejcastéji diagnostikovanych primarnich imunodeficitu,
prevalence: 1:10000-1:50 000 (pro obé pohlavi je riziko stejné)



Pricina CVID

prevazné polygenni, monogennijenv 2 — 10 % pfipadu - jedna se napt. o
geny ICOS, TNFRSF13B (TACI), TNFRSF13C (BAFFR), TNFSF12 (TWEAK), CD1
9, CD81, CR2 (CD21), atd.

u malého poctu pacientll muze pricina nemoci spocivat v mutaci molekuly
ICOS (Inducible T cell costimulator gene), nasledkem ¢ehoz T-lymfocyty
nejsou schopny poskytnout prislusny signal k diferenciaci B-lymfocytt do
stadia plazmatickych bunék

dalsi defekty byly zjistény napr. u aktivacnich molekul exprimovanych na B
lymfocytech — TACI (transmembrane activator and calcium modulator and
cyclophilin ligand interactor), receptor ligandu BAFF (B cell activating
factor) a povrchova molekula CD 19

indukce CVID je zavisla na zevnim faktoru, pravdépodobné infekénim nebo
chemickém



Klinicka manifestace

CVID se mUze projevit kdykoli v pribéhu Zivota, Casto az v dospélosti

zvysena nachylnost k infekcim - bakterialnim, ale i virovym a mykotickym.

Mezi ¢asté plavodce patfi: streptokoky, Haemophilus influenzae, Moxarella
catarrhalis

Casto postizeny dychaci cesty, v détstvi se vyskytuji otitidy, v dospélosti vice
sinusitidy, bronchitidy a pneumonie. Pri neléeném onemocnéni se mohou
vyvinout bronchiektazie, pozdni komplikaci je intersticialni plicni fibréza

nemocni maji zvySeny sklon k alergiim a autoimunitnim chorobam (napr.
autoimunitni thyreoiditida, atroficka gastritida ¢i perniciézni anémie)



Laboratorni stanoveni a obvyklé
vysledky

rve

* nejdfive je treba vyloucit sekundarni priciny hypogammaglobulinemie (Iékové
hypogamaglobulinémie, leukémie, lymfomy apod.) a dalsi primarni imunodeficience

Stanoveni hladin imunoglobulinili (nefelometricky)

* typickym nalezem jsou snizené az neméritelné hladiny protilatek IgG a IgA v periferni
krvi, koncentrace protilatek IgM je variabilni

Stanoveni jednotlivych subpopulaci B a T-lymfocytt (prostrednictvim imunofenotypizace)

* hladina B-lymfocyt( je obvykle normalni ¢i nizsi, ale defektni je jejich diferenciace a
vyzravani
= u pacientl s CVID nachazime vyssi pocet naivnich B-lymfocytu (IgD*CD27°) a sniZzeny
pocet izotypové presmyknutych pamétovych B-lymfocytt (IgM-IgD-:CD27*)- 1 z prvnich
dg. znamek, snizeny pocet IgM pamétovych B-lymfocytd (IgM*IgD*CD27*) a
plazmatickych bunék

e upacientl s CVID je moZné prokdazat nizky pocet CD4* T-lymfocytl a vysoky pocet CD8*
T-lymfocytQ, regulacni T-lymfocyty a NK buriky jsou snizené. Dale je moZzné detekovat
zmény na urovni funkce T-lymfocyti (pfedevsim na Urovni produkce cytokin()



Laboratorni stanoveni a obvyklé
vysledky

Dale je mozné stanoveni specifické protilatkové odpovédi na dané specifické
antigeny (prostrednictvim metody EIA)

 méreni protilatkové odpovédi se provadi zhruba mésic po ockovani a je
skutecnym ukazatelem toho, zda pacient umi vytvorit protilatky nebo ne

e jedna se o protilatkovou odpovéd na oCkovani zejména proti tetanovému
toxoidu (v tomto pripadé se jedna o odpovéed na proteinovy Ag),
pneumokoku a hemofilu (vyuzivany vétsSinou jako polysacharidové
antigeny). Dale je mozné testovat protilatkovou odpovéd proti
difterickému anatoxinu Ci salmonele

e u pacientl s CVID je typickd nedostatecna tvorba specifickych protilatek



Laboratorni stanoveni a obvyklé
vysledky

Stanoveni izohemaglutinini (pfirozené protilatky tfidy IgM namirené proti antigenim v krevnim
systému ABO, stanoveni v ramci zakladniho vysetifeni krevni skupiny) — u pacientti s CVID tyto
protilatky chybi

Tab. Diagnostickad kritéria CVID u pacient obou pohlavi starsich 2 let

Pravdépodobna dg. Mozinag dg.
(viechny znaky) {viechny znaky)

sérovi koncentrace IgG > 2 SD pod pro-| sérovi koncentrace IgG nebo [gM nebo
mérem piislusného véku a vyrazny pokles| lgA = 2 8D pod pramér piisluiného véku;
z IegM nebo IgA; splituje nasledujici krité- | spliuje nasledujici kritéria:

ria:

absence izohemaglutininii a/nebo nedostateénd odpovéd na vakcinaci

jiné pii¢iny hypogamaglobulinemie vyloueny

Dale je mozné provést specifické in-vitro testy (specialni funkéni testy, detekce povrchovych
markert pomoci flow cytometrie) a molekuldrné genetické testy



Flow-cytometrické stanoveni subpopulaci B-lymfocytu
u pacienta s CVID a kontroly

Pacient s CVID Kontrola

: [B] CD27 BV / 1gD FITC NaivniB- [B] CD27 BV / IgD FITC
:\Iai\;ni:t- 10":3(:' . C2: 24)59%1 lymfocyty t icy - C2 : 15,59%
ymooeyy \ 174,33% (1gD*CD27°R  766,98%
(IgD*CD27) - Pamétové B-lymfocyty Pamétové Bilymfocyty

/ (IgM*1gD*CD27+)

/ (1gM*1gD*CD27+)

: .s‘" : 10 = ﬂ"“ 1)
~ 3 L:._‘ 1 3 “7 ' >
= -
= 1
Izotypoveé i Izotypové
C4 : 0,44% presmyknuté i1C3: presmyknuté
pamétové B- 12.57% R pamétové B-
lymfocyty (IgM~ | = ivung brmrrrripis lymfocyty (IgM-
ryveey L2 Y ""lll ¥ ¥ ™rer _ + 10_ \ _ +
o P 1| 1gDCD27") i IgD-CD27+)
rN27 RV
POSTUP: plnou nesrazlivou krev promyjeme a inkubujeme
s monoklonalnimi protilatkami proti vySetfovanému antigenu (IgG, ref. rozmezi izotypové pfesmyknutych
IgM a CD27), které jsou znaéeny fluorescenénim barvivem. Vazbu pamétovych B-lymfocytd (IgM-1gD-
protilatky s antigenem vyhodnocujeme prostfednictvim priitokového CD27*):9,2-18,9%
cytometru




ryr Ny
Metody lécby
substitucni — intravendznimi imunoglobuliny

lécba doplnovana profylaktickou nebo intermitentni antibiotickou terapii
(dle aktualnich potizi ¢i mikrobiologickych nalezu)

autoimunitni komplikace a granulomatodzni zanét se |éci kortikoidy
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Etiologie

HIV (=human immunodeficiency virus) patfi mezi RNA
viry z rady retroviru

Napada bunky imunitniho systému, konkrétne T,
lymfocyty, ale i monocyty, dendritické Ci gliové bunky

Pro prunik do hostitelské bunky vyuziva receptory CD4

Virus se vyznacuje znacnou reprodukcni schopnosti,
coz souvisi i se znacnou schopnosti mutovat

Dnes jsou znamé dva typy viru, HIV-1, HIV-2



Virus je slozen ze tri ¢asti:

= Nukleoid — dvé molekuly
jednoretézcové RNA

= Kapsula —tvorena
proteinem p24

= QObal - dvouvrstva

fosfolipidova membrana
s povrchovymi
glykoproteiny

Obsahuje také nékolik

enzymu dulezitych pro jeho

transkripci: reverzni

transkriptaza, integraza,

proteaza, ribonukleaza

—Glycosylation

’env-Gchoprotein Complex

Proteins of Host Cell

Lipid Membrane
Matrix Protein

Capsid

Nucleocapsid Protease

Tat

Viral RNA Genome

Integrase  Reverse
Transcriptase



Napadeni hostitelské bunky

Virus se svym povrchovym glykoproteinem gp120 navaze
na CD4 receptor hostitelské bunky. Nutné jsou koreceptory,
chemokinové receptory na povrchu cilové bunky (CXCR-4 u
T, lymfocytu, CCR u makrofagu)

Po vniknuti vir ztraci své obaly, jeho RNA se diky reverzni
transkriptaze prepise do DNA a integraza pak zacleni vzniklé
DNA do hostitelské DNA

Nasleduje replikace a z nékterych vznik mRNA a regulacnich
proteinu

Noveé vznikly virion se obali plazmatickou membranou

bunky obohacenou o glykoproteiny gp41 a gp120 a opousti
bunku, ktera podléha lyze



Zpusob prenosu

* Pohlavnim stykem — pri infekcich s viedovitym
projevem stoupa riziko nakazy (napt. syfilis, chlamydie)

e Krvi a krevnimi derivaty

e \Vertikalnim prenosem, tzn. z matky na dité a to jak
béhem téhotenstvi, pri porodu Ci kojeni



Klinické projevy

e Zaleziv jaké fazi infekce se pacient nachazi, ale individualné se mohou lisit
= Primoinfekce: 2-6 tydn( po nakaze, zacinaji se tvofit protilatky, u vétsiny
nakazenych priznaky podobné chripce ¢i mononukledze — zvétseni uzlin,
horecka, vyrazka, bolest hlavy, zanét hltanu

=  Asymptomaticka faze: 2-10 let bez vyraznych klinickych pfiznak(, obcas
lymfadenopatie, virus napada postupné dalSi CD4+ T-lymfocyty,
postupné dochazi k jejich dbytku, pfi snizeni poctu CD4+ T-lymfocytd
pod urcitou hranici nastava

= Casna symptomaticka faze: 200-500 CD4+ lymfocytG/ul, znaéné
poskozeni imunitniho systému, malé infekce, dermatitidy, vlasata
leukoplakie, horecka, ubytek vahy, no¢ni poceni

=  Pozdni symptomaticka faze (AIDS): < 200 CD4+ lymf./ul, oportunni
infekce (TBC, CMV infekce, pnumonie), nddorova onemocnéni (lymfomy,
Kaposiho sarkom), neurologickd postizeni, deprese




Diagnhostika

Z Zilni krve, z kapky krve z prstu, ze slin
Primy prakaz:
= antigenu p24 — metodou ELISA, pro ¢asnou fazi infekce, nejvyssi koncentrace
kolem 3. tyden po nakaze

= virové RNA — metodou PCR nebo RT-PCR, amplifikace sekvenci na
specifickych HIV genech

Nepfimy prikaz: protilatek — po diagnostickém oknu (cca 3 mésice, kdy je mozno
mnozstvi Ab detekovat)
= ELISA —vizualizace komplexu Ab+Ag pomoci enzymové znacky

=  Western blot — pomoci gelové elektroforézy se separuji proteiny z bunék
pravdépodobné nakazenych virem, prenesou se na povrch membrany, kdy se
po pridavku pacientského séra na né navazuiji protilatky,

Stanoveni mnozstvi CD4+ bunék (norma 1000/ul), pomér CD4/CD8 (norma 2:1) —
pratokova cytometrie

Zvyseni hladiny $2-mikroglobulinu
Pro potvrzeni ¢i vyvraceni HIV infekce je nutnd kombinace vice testU, tedy
pouZivat tzv. testy 4. generace, kdy se detekuji jak antigen p24, tak protilatky



Diagnhostika

Western Blot
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Detection of antibodies to HIV

s

Immovable HIV-specific proteins are
used as ‘bait’ (=antigens) for HIV
antibodies in the human blood sample

HIV antibodies bind to the antigens

o
[

Bound HIV antibodies are made visible by labelled
antigens that bind to the HIV antibodies

Detection of HIV-specific proteins

:

Immovable HIV-specific antibodies are
used as ‘bait’ for HIV-specific proteins
(i.e. antigens) in the human blood sample

:

HIV antigens bind to the antibodies
4

Bound HIV antigens are made visible by labelled
antibodies that bind to the HIV antigens
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PEP = postexpozicni profylaxe, podani antiretrovirotik po
situaci s vysokym rizikem nakazy, kdy se zabrani replikaci a
Sireni viru. Podat se musi nejpozdéji 72 hodin po expozici
po dobu 28 dni, neni vsak 100% ucinna

Pro sniZzeni progrese onemocnéni se pouziva rlizna
kombinace antiretrovirotik s rozdilnym mechanismem
zabranéni mnozeni viru (inhibitory receptoru CCR5, fuze
viru do bunky, proteazy, reverzni transkriptazy a dalsi)

MuzZe se tak vyrazné prodlouzit asymptomaticka faze
infekce a potlaceni propuknuti AIDS

K |écbé také patfi profylaxe oportunnich infekci



